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IPTG: isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
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ORF: open reading frame 
PAGE: poly-acrylamide gel electrophoresis 
PCD: programmed cell death  
PPR: pentatricopeptide repeat  
Rf: restorer of fertility 
SDS: sodium dodecyl sulfate  
SSS: substoichiometric shifting  





作物育種においては ,  雑種強勢を利用した一代雑種育種法が広まっている .  
一代雑種品種は雑種強勢により両親に比べ多収かつストレス耐性に優れるため ,  
農業上有用である .  イネ一代雑種品種はハイブリッドライス  (hybrid rice) と呼
ばれており , 自殖による種子生産が行われている通常品種はインブレッドライ
ス  (inbred rice) と呼ばれている .  ハイブリッドライスは現在中国で最も普及し
ており ,  近年では東南アジア諸国やアメリカでのハイブリッドライス作付が増
加してきている .  
イネは自殖性植物であり , 交雑のためには片親を雄性不稔化する必要がある .  
さらに ,  イネは種子を可食部とするため ,  不稔系統を用いた交雑で得られる次
代では稔性が回復する必要がある .  このような観点から ,  現在ハイブリッドラ
イスの種子生産には細胞質雄性不稔性  (cytoplasmic male sterility: CMS) と環境
感応性核遺伝子型雄性不稔性  (environment-sensitive genic male sterility: EGMS) 
が利用されている .  EGMS は核遺伝子のみで制御されているが ,  CMS ではミト
コンドリアの雄性不稔原因遺伝子と核の稔性回復遺伝子  (restorer of fertility: 
Rf) の相互作用により制御されている .  
ハイブリッドライスの研究は中国で 1964 年から始まった .  1970 年に ,  中国の
海南島で雄性不稔性を示す野生イネが発見され , wild abortive (WA) と命名され
た  (Shih-Cheng and Loung Ping 1980). 1972 年には WA 型細胞質を利用した CMS
系統  (WA-CMS) が育成された .  1976 年から WA-CMS を利用したハイブリッド
ライスが商業化され ,  中国ではさらに 1973 年に EGMS の一種である日長･温度
感 応 性 核 遺 伝 子 型 雄 性 不 稔 性  (photo-thermo sensitive genic male sterility: 
PTGMS) が発見されており ,  これを利用したハイブリッドライスは 1994 年に
商業化された  (Singh et al .  2015). 近年 ,  中国ではハイブリッドライス作付面積
がイネ作付面積全体の 50%を超えるようになった  (Cheng et al . 2007). そのう
ち ,  最も利用されているのが WA-CMS を利用したハイブリッドライスであるが ,  
近年では EGMS を利用したハイブリッドライス作付面積も増加してきている  
(Huang et al . 2014).  
ハイブリッドライスの種子生産では , CMS を利用する場合は三系法 , EGMS
を利用する場合は二系法が用いられる .  CMS を利用した三系法では , CMS 系統
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に対して維持系統を交配することで CMS 系統の種子を生産する .  これは ,  維持
系統が CMS 系統と同質の核遺伝子と ,  その核遺伝子に対して CMS を引き起こ
さないミトコンドリアを保持するために稔性がある花粉を作ることができるこ
とを利用している .  ハイブリッドライス種子は CMS 系統と稔性回復系統の交
配により生産され , 稔性回復系統の持つ稔性回復遺伝子により次代で種子を作
ることができるようになる .  CMS を用いた三系法では ,  CMS/Rf システムの性質
上 ,  CMS 細胞質に対して利用できる維持系統や稔性回復系統に制限があり ,  必
ずしも雑種強勢が高い組み合わせで CMS を利用できるとは限らない .  しかし
ながら ,  CMS は雄性不稔性が環境に影響されることなく非常に安定するため ,  
ハイブリッド種子に自殖種子が混ざる可能性がないことが特徴として挙げられ
る .  こ れ に 対 し ,  二 系 法 で は 日 長 感 受 性 GMS (photoperiod-sensitive GMS: 
PGMS) や温度感受性  （ temperature-sensitive GMS：  TGMS) が利用され ,  それ
ぞれ日長条件や温度条件で不稔となる .  そのため ,  不稔系統の種子は稔性のあ
る条件下で自殖により生産され ,  維持系統を必要としない .  これまでに発見さ
れた EGMS は核遺伝子の突然変異によるものであり ,  全て胞子体型の稔性回復
様式を示している .  また , 花粉親には稔性回復能力が求められないため ,  実際
には 97%の品種が花粉親に利用できるとされ ,  EGMS の導入も容易であること
から ,  利用できる品種の組み合わせが CMS を利用した三系法に比べ広がった  
(Cao and Zhan 2014). しかしながら ,  予期せぬ環境変化が不稔性に影響を与え
ることで自殖種子の混入によるハイブリッド種子の純度が低下する可能性があ
り ,  また PGMS を利用した二系法の運用には緯度の幅が広いことが必要となり ,  
TGMS の場合には温度差が必要なため ,  赤道付近では高地の低温を利用する必
要があるなどの条件が求められる .  そのため , 気候に左右されることなく ,  雑
種強勢が強く出る組み合わせで安定したハイブリッドライス種子生産を行うた
めには ,  CMS 細胞質の多様化が必要である .  これらの背景から CMS は農業上重
要な性質であると言える .  
雄性不稔性は雄性生殖器官の発達のしくみを研究する上で有用な性質である
が , CMS はそれ以外にも核とミトコンドリアの相互作用を研究するための性質
としての側面を併せ持つ . ミトコンドリアはトリカルボン酸回路や電子伝達系 , 






て生じたと考えられる open reading frames  (orfs) が存在し ,  それらの中には ,  
CMS を引き起こしているものもあると考えられている .  また ,  稔性回復遺伝子
Rf はそれらの CMS を引き起こす遺伝子の発現を制御していると考えられてい
る . この CMS/Rf システムに関する理解を深めることで , 核とミトコンドリア
における相互作用やせめぎ合い ,  このようなシステムを発達させてきた理由な
どの解明に繋がると考えられる .   
本研究は ,  これまで分子遺伝学的に未解明である RT98 型 CMS (RT98-CMS) 
の稔性回復遺伝子  (Rf98) と , RT98 型ミトコンドリアに存在する orf との相互作
用を明らかにすることを目的とした .  稔性回復系統 RT98C および CMS 系統
RT98A は ,  インドのアッサム地方原産の野生イネ Oryza rufipogon の W1109 系
統を一回母本に ,  O. sativa の台中 65 号  (Taichung 65: T65) を父本として 8 回の
連続戻し交雑をすることで育成された核置換系統である  (Motomura et al. 
2001). RT98A の花粉をヨウ素ヨウ化カリウム液で染色すると ,  T65 や RT98C の
花粉と見かけ上一致しており ,  花粉染色による稔･不稔個体の判定ができなか
ったと報告されている . また ,  RT98C×T65 の F1 に T65 を戻し交雑した BC1F1 で
は稔実個体と完全不稔個体に分離し ,  これら 2 集団の分離比は 1:1 に適合して
いたため ,  稔性回復遺伝子は 1 座性の遺伝子であり ,  また RT98C×T65 の F2 では
全て稔実個体であったため ,  稔性は配偶体支配型であると報告されている .  
本論文ではまず第 1 章でこれまでの CMS 研究をまとめ ,  本研究の背景を示す
とともに研究の方針を示すこととする .  第 2 章では花粉形態の観察から ,  これ
までに報告されている他のイネ CMS との比較をすることで RT98-CMS の表現
型を考察するとともに , RT98-CMS に対する稔性回復遺伝子 Rf98 のマッピング
によりクローニングした遺伝子がコードするタンパク質について機能を考察し
た .  第 3 章では RT98 ミトコンドリアにコードされる orf から見出された CMS
を引き起こすと考えられる遺伝子候補について考察した .  第 4 章では第 2 章で
同定した稔性回復遺伝子 Rf98 と第 3 章で見出した orf との関係から ,  雄性不稔
機構と稔性回復機構について考察した .   
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第 1 章 これまでに報告された細胞質雄性不稔性の研究  
これまでに CMS は 150 以上の植物種で報告されている  (Mackenzie et al .  
1994). CMS の分子遺伝学的な報告がされてきたのは ,  イネ ,  トウモロコシ ,  ア
ブラナ属 ,  ソルガム ,  コムギ ,  インゲンマメ ,  トウガラシ ,  ニンジン ,  テンサイ ,  
ペチュニア ,  ヒマワリである .  分子遺伝学的な解析として ,  稔性回復遺伝子の
同定 ,  CMS を引き起こすと考えられる遺伝子の探索が多数報告されているが ,  
詳細な分子メカニズムについては不明な点が多い .  CMS の原因となる遺伝子は
ミトコンドリアにコードされていると考えられているが , ミトコンドリア形質
転換技術が確立されていないため ,  CMS の原因となる遺伝子を同定することが
できない .  そのため ,  本研究では CMS を引き起こすと考えられる遺伝子を
CMS-causing gene: CCG と呼び , CCG の候補となる遺伝子を CMS 遺伝子と呼ぶ
こととする .  
この章では ,  これまでに報告されている CMS の報告を整理し ,  提唱されてい
る分子メカニズムのモデルをまとめた .  第 1 節では見出された稔性回復遺伝子
および CMS 遺伝子について植物種ごとに整理した .  CMS 遺伝子は相補性試験が
現状不可能なため , 核ゲノムへの導入試験と大腸菌や酵母を用いた細胞毒性の
調査が行われている .  こちらに関しては分けて記述する .  第 2 節では雄性不稔
機構に関する報告を整理した .  第 3 節では稔性回復機構に関する報告をまとめ
た .  第 4 節では ,  これまでの CMS 研究における問題点を挙げ ,  研究を進めるに




第 1 節 CMS 遺伝子および稔性回復遺伝子  
表 1 にはこれまでに同定された稔性回復遺伝子およびコードするタンパク質
の特徴をまとめた .  表 2~12 の A には CMS 遺伝子として報告された orf につい
て , 隣接する遺伝子 ,  CDS 内で相同性を示す領域とその対象 ,  コードするタン
パク質の膜貫通領域を TMHMM server v.2.0 で予測した結果をゲノム構造の特
徴としてまとめた .  表 2~12 の B では CMS 遺伝子について ,  転写産物およびタ
ンパク質の蓄積パターンを整理した .    
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表 1 これまでに同定された稔性回復遺伝子  




Kazama and Toriyama 2003,  
Akagi et al .  2004,  




P type PPR 
Rf1b Wang et al .  2006  DQ311054 P type PPR 
HL-CMS 
Rf5 Hu et al . 2012  AB179840 P type PPR 
Rf6 Huang et al . 2015  なし  P type PPR 
LD-CMS Rf2 Itabashi et al .  2011  AB583697 Glycine-rich protein 
WA-CMS Rf4 
Tang et al .  2014,  
Kazama and Toriyama 2014  
KJ680249 
AB900792 
P type PPR 
CW-CMS Rf17 Fujii and Toriyama 2009 AB481199 Unknown protein 
RT98-CMS Rf98 Igarashi et al . 2016 LC131122 P type PPR 
トウモロコシ  CMS-T Rf2 Cui et al .  1996  AAC49371 Aldehyde dehydrogenase 
アブラナ  
Ogura-CMS Rfo Brown et al.  2003 AY285674 P type PPR 
Kosena-CMS Rfk1 Koizuka et al.  2003  AJ535623 P type PPR 
ソルガム  CMS-A1 Rf1 Klein et al . 2005  AY661658 PLS type PPR 
テンサイ  Owen-CMS Rf1 Matsuhira et al . 2012  AB646135, BAM64832 Unknown protein 




イネでは野生イネ Oryza rufipogon から育成されたものとして wild abortive に
由来する WA 型 CMS (WA-CMS), red-awned に由来する Hong-Lian (HL) 型 CMS 
(HL-CMS), Chinese wild rice strain W1 に由来する CW 型 CMS (CW-CMS), W1125
に由来する RT102 型 CMS (RT102-CMS), 本研究の RT98-CMS があり ,  インディ
カ品種から育成されたものとして ,  Chinsurah Boro Ⅱに由来する BT 型 CMS 
(BT-CMS), Lead Rice に由来する LD 型 CMS (LD-CMS) がある .   
BT-CMS の CMS 遺伝子は atp6 の下流にコードされる orf79 が見出されている  
(Iwabuchi et al.  1993, Akagi et al .  1994). また ,  BT-CMS に対する稔性回復遺伝子
は 791 アミノ酸の PPR タンパク質をコードする Rf1a である  (Kazama and 
Toriyama 2003, Akagi et al .  2004, Komori et al . 2004). PPR タンパク質は 35 アミ
ノ酸の PPR モチーフで構成されており ,  PPR モチーフが RNA を認識することで
配列特異的に結合する RNA 結合タンパク質である  (Lurin et al . 2004). orf79 は
cox1 と相同性のある配列を持つキメラ構造をとっており ,  稔性回復遺伝子 Rf1a
の働きで B-atp6-orf79 の共転写産物がプロセッシングされ ,  ORF79 が蓄積しな
くなる  (Kazama et al .  2008, Kazama et al .  2016). また ,  BT-CMS に対する稔性回
復遺伝子として報告された Rf1b は , B-atp6-orf79  mRNA の分解に関与すること
が示された  (Wang et al . 2006). orf79 のシークエンスバリアントは HL-CMS と
LD-CMS の原因遺伝子としても報告されている  (Yi et al.  2002, Itabashi et al .  
2009). HL-CMS の稔性回復遺伝子は Rf5 と Rf6 が見出されている  (Huang et al.  
2012). HL-CMS に対する稔性回復遺伝子 Rf5 は Rf1a と同一の PPR タンパク質を
コードしていた  (Hu et al .  2012). しかし ,  その稔性回復機構は BT-CMS とは異
なっている .  BT-CMS の RF1A は B-atp6-orf79 mRNA に直接結合してプロセッシ
ングを行うことが示されている  (Kazama et al . 2008). 一方 , HL-CMS の RF5 は
単独では atp6-orfH79  mRNA に結合せず ,  グリシンリッチタンパク質 GRP162 と
RF5 との複合体  (RF complex: RFC) が atp6-orfH79  mRNA を切断することが示
されている  (Hu et al .  2012). また ,  ミトコンドリア移行シグナルを付加した
MT-GRP162 をユビキ チンプロモ ーターで 発現誘導す るコンス トラクトを
HL-CMS に導入すると稔性が回復し ,  翻訳制御により ORFH79 が蓄積しなくな
ることが示された  (Hu et al.  2013). HL-CMS の稔性回復遺伝子としてさらに
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PPR タンパク質をコードする Rf6 がクローニングされた  (Huang et al .  2015). 
RF6 も atp6-orfH79  mRNA に直接結合できず ,  また GRP162 とも結合しなかった .  
RF6 と結合するタンパク質として Y2H により見出された OsHXK6 はヘキソキナ
ーゼをコードしていた . そのため ,  HL-CMS の稔性回復機構は Rf5 と Rf6 でそれ
ぞれ異なる制御機構が働いていると考えられる .  LD-CMS に対する稔性回復遺
伝子はグリシンリッチタンパク質をコードする Rf2 がクローニングされた  
(Itabashi et al.  2011). LD-CMS の CMS 遺伝子は BT-CMS と似た L-atp6-orf79 が
報告されており ,  Rf1 による制御も受ける  (Itabashi et al . 2009). また ,  RF2 は
atp6-orf79  mRNA の分解に関与することが示された  (Kazama et al . 2016). さら
に , RF2 と相互作用するタンパク質として ,  ubiquitin domain-containing protein を
コードする RIF2 が見出された  (Fujii et al .  2014).  
WA-CMS の CMS 遺伝子は 352 アミノ酸をコードする WA352 であり ,  日本晴
で報告されている機能未知の orf284,  orf224 , orf288 と相同性のある配列を持つ
キメラ構造をとっていた  (Luo et al .  2013). また ,  RT102-CMS の CMS 遺伝子と
して ,  WA352 と相同性のある orf352 が見出されている  (Okazaki et al .  2013). こ
れらの遺伝子は下流の配列が異なっており ,  WA352 は下流に nad5 exon4 ,  nad5 
exon5 が存在するのに対し ,  orf352 は下流に rps3 が存在している .  また ,  WA352
はミトコンドリア電子伝達系の複合体Ⅳのサブユニットである COX11 と結合
することが示された  (Luo et al . 2013). WA-CMS に対する稔性回復遺伝子 Rf4 は
PPR タンパク質をコードしており ,  WA352 mRNA の分解に関与していることが
示された  (Kazama and Toriyama 2014, Tang et al . 2014). 
CW-CMS の CMS 遺伝子は orf288 と相同性のある配列を持つ CW-orf307 が見
出されている  (Fujii et al . 2010). CW-orf307 はカルスおよび葯で発現していたが ,  
CMS 系統と稔性回復系統で mRNA の蓄積パターンに違いは検出されなかった .  
また ,  CW-CMS の稔性回復遺伝子 Rf17 は acyl-carrier protein synthase like domain
と一部分相同な配列 を持つ機能未知の ORF をコードしていた  (Fujii  and 
Toriyama 2009). Rf17 はプロモーター領域に変異があり ,  稔性回復系統では発現
が低下していた .  稔性回復作用を持たないアリル  (rf17) は細胞質に依存して
発現が上昇する .  そのため ,  Rf17 は細胞質からのレトログレードシグナルによ
り制御される不稔遺伝子として RETROGRADE-REGULATED MALE STERILITY  
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(RMS) と命名された .   
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表 2 イネ CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  




(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  
BT-CMS atp6-orf79 AP017386 1~29 COX1 1 
HL-CMS atp6-orfH79 なし  1~29 COX1 1 
LD-CMS atp6-orf79 AP011077 1~29 COX1 1 
















CW-CMS CW-orf307 AP011076 31~135 ORF288 0 
12 
 
   
表 2 続き  
(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量  ORF タンパク質の蓄積  
BT-CMS orf79 
Rf1a 導入で切断  (Kazama et al . 2008) 
Rf1b 導入で分解  (Wang et al . 2006) 
Rf2 導入で分解  (Kazama et al . 2016) 
Rf1a 導入により蓄積減少  (Kazama et al .  2008)  
Rf2 導入により蓄積減少  (Kazama et al . 2016) 
HL-CMS orfH79 
Rf5 導入で切断  (Hu et al . 2012) 
Rf6 導入で切断  (Huang et al . 2015) 
CMS 系統で蓄積検出  (Wang et al .  2013) 
Rf6 導入で蓄積減少  (Huang et al . 2015) 
LD-CMS orf79 
Rf1a 系統で切断  (Itabashi et al . 2009) 
Rf2 導入で分解  (Kazama et al . 2016) 
Rf2 導入で蓄積減少  (Kazama et al .  2016) 
WA-CMS WA352 
Rf4 系統で切断 ,  Rf3 系統で分解  (Luo et al .  2013) 
Rf4 導入で分解  (Kazama and Toriyama 2014) 
Rf4 系統 ,  Rf3 系統で蓄積減少  (Luo et al .  2013) 
RT102-CMS orf352 稔性回復系統で切断  (Okazaki et al . 2013) 報告なし  




トウモロコシ  (Zea mays) では ,  CMS-Texas (CMS-T), CMS-USDA (CMS-S), 
CMS-Charrua (CMS-C) で CMS 遺伝子が見出されている .  3 種の CMS とそれぞ
れの稔性回復系統のシュートから単離したミトコンドリアには特異的に蓄積す
るタンパク質が見出されている  (Forde and Leaver 1980). そのうち ,  CMS-T につ
いては CMS 系統でのみ蓄積する 13 kDa のタンパク質が見出されている .  その
後 , CMS-T に特異的に存在する urf13 が見出され ,  urf13 は下流の orf25  (atp4) と
共転写されており ,  CMS 系統と稔性回復系統では mRNA の蓄積パターンが異な
っていることがわかった  (Dewey et al .  1986). urf13 は 26S rRNA をコードする
rrn26 の 3’隣接領域およびコーディング領域と相同性の高い配列を保持するキ
メラ構造をとっている  (Levings III and Charles S 1990). これまでに ,  CMS-T に
対する稔性回復遺伝子は Rf1 , Rf2 ,  Rf8 , Rf*が見出されており Rf1 , Rf8 ,  Rf*は
urf13-atp4 の mRNA の切断に関与し ,  URF13 の蓄積量を稔性回復系統で減少さ
せる働きがあるが ,  Rf2 は urf13-atp4 の mRNA の蓄積パターンや URF13 の蓄積
に影響しない  (Dewey et al . 1987, Dill et al .  1997, Wise et al . 1999). そのため ,  
RF2 は URF13 の翻訳後制御に関与することが示唆された .  トランスポゾンタギ
ングにより Rf2 がクローニングされ ,  Rf2 はアルデヒド脱水素酵素  (aldehyde 
dehydrogenase: ALDH) をコードしていることが明らかとなった  (Cui et al . 
1996). RF2 はタペート組織に蓄積し ,  ミトコンドリアに局在して ALDH 活性を
示す  (Liu et al .  2001). しかしながら ,  どのようにして URF13 の翻訳後制御をし
ているかは明らかとなっていない .  Rf2 は urf13-atp4 を持たない正常型細胞質に
おいても葯の正常な発達に必要であるとされる  (Liu et al .  2001). また ,  Rf1 や
Rf8 による CMS-T の稔性回復には Rf2 が必要である  (Dill et al . 1997). これらの
報告からは ,  RF2 が URF13 を特異的に制御しているとは言うことができない .  
そのため ,  CMS-T の CMS 遺伝子 urf13 は Rf1 ,  Rf8 ,  Rf*のプロセッシングによる
制御を受けていると考えられる .  
CMS-S に特異的に存在する R 配列には orf355-orf77 が見出されており ,  orf77
は atp9 および orf221 と相同性の高い配列を持つキメラ構造をとっていた  
(Zabala et al .  1997). orf355-orf77 は葉で発現せずに花粉でのみ発現しており ,  2.8 
kb と 1.6 kb の mRNA が検出された  (Wen and Chase 1999). CMS-S に対する稔性
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回復遺伝子は Rf3 と Rf9 が見出されており ,  Rf3 は 2.6 kb と 1.6 kb の mRNA の分
解 , Rf9 は 1.6 kb の mRNA の分解に作用し ,  稔性回復能力は Rf3 よりも Rf9 が低
い  (Gabay-Laughnan et al .  2009). また , CMS 系統より見出されている稔性が高
い稔性復帰変異体では 1.6 kb の mRNA の蓄積量が少なくなる  (Matera et al .  
2011). キメラ構造を持つと報告されているのは orf77 であるが ,  1.6 kb の転写産
物の 3'末端は orf77 の CDS の内部に存在しているため ,  orf355 が CMS 遺伝子と
考えられる  (Xiao et al . 2006). 
CMS-C ではこれまでのところ ,  正常型細胞質や CMS-T, CMS-S には存在して
いない atp6-c が見出されており ,  atp6-c は atp9 および atp6 と相同性の高い配列







表 3 トウモロコシ CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  
CMS-T urf13-atp4 DQ490953 
1~264 (塩基基準 )  
297~345 (塩基基準 )  
rrn26 3 ' flank 
rrn26  
1 
CMS-S orf355 DQ490951 なし  なし  1 







(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  ORF タンパク質の蓄積調査  
CMS-T urf13 
Rf1 系統で切断 ,  Rf2 系統で蓄積差なし  (Dewey et al .  1987) 
Rf8 系統で切断 ,  Rf*系統で切断  (Wise et al .  1999) 
Rf1 系統で蓄積減少 ,  Rf2 系統で蓄積差なし   
(Dewey et al .  1987) 
CMS-S orf355 
Rf9 系統で一部分解 ,  Rf3 系統で分解   
(Gabay-Laughnan et al . 2009) 
報告なし  






Triticum timopheevi に由来する CMS において , CMS 遺伝子として下流の cox1
と共転写される orf256 が見出され ,  CMS 系統でのみ ORF256 の蓄積が検出され
た  (Rathburn and Hedgcoth 1991, Song and Hedgcoth 1994, Hedgcoth et al .  2002). 
orf256 の N 末端の 11 アミノ酸は cox1 と一致していた .   
Aegilops crassa 細胞質を持つ CMS では ,  日長感応性細胞質雄性不稔性  
(photoperiod sensitive cytoplasmic male sterility: PCMS) が示されており ,  長日条









表 4 コムギ CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  
Triticum timopheevi CMS orf256-cox1 X56186 1~11 COX1 1 
Aegilops crassa PCMS orf260
cr a
-cox1 AB438956 なし  なし  1 
 
(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  ORF タンパク質の蓄積調査  
Triticum timopheevi CMS orf256 
RT-PCR により CMS 系統で発現検出   
(Hedgcoth et al .  2002) 
稔性回復系統で蓄積減少   
(Song and Hedgcoth 1994) 
Aegilops crassa PCMS orf260
cr a









Ogura-CMS で特異的に見られる orf138 は ,  下流に orfB  (atp4) が存在していた  
(Bonhomme et al .  1992, Krishnasamy and Makaroff 1993). orf138 は既知の遺伝子
とのキメラ構造は見られない .  orf138 は花で発現していたが ,  CMS 系統と稔性
回復系統で mRNA の蓄積パターンに違いが見られなかった  (Krishnasamy and 
Makaroff 1993). しかし , ORF138 は稔性回復系統では蓄積しておらず , CMS 系統
のミトコンドリアの膜画分に蓄積していた  (Grelon et al .  1994, Krishnasamy and 
Makaroff 1994). Ogura-CMS に対する稔性回復遺伝子 Rfo は P タイプの PPR タン
パク質をコードしていた  (Brown et al .  2003, Desloire et al .  2003). Rfo 導入によ
り稔性が回復した個体では ORF138 の蓄積量が減少していた  (Uyttewaal et al .  
2008). このことから ,  Ogura-CMS の稔性回復遺伝子 Rfo は orf138 の翻訳制御に
作用することがわかった .   
Kosena-CMS の CMS 遺伝子として Ogura-CMS の orf138 と高い相同性のある
配列を持つ orf125 が見出されている  (Iwabuchi et al . 1999). Ogura-CMS 同様 , 
orf125 の mRNA は CMS 系統と稔性回復系統で蓄積パターンに違いは無い .  ま
た ,  クローニングされた稔性回復遺伝子 Rfk1 の塩基配列は Ogura-CMS に対す
る稔性回復遺伝子 Rfo と完全に一致しており ,  機能も翻訳制御による ORF125
の蓄積量の減少であった  (Koizuka et al .  2003).  
Polima-CMS では CMS 遺伝子として atp8 とのキメラ構造を持つ orf224 が見
出されており ,  花で 2.2 kb と 1.9 kb の mRNA が発現している  (Singh and Brown 
1991, Menassa et al .  1999). この 2.2 kb と 1.9 kb の mRNA は orf224 の下流にあ
る atp6 と共転写されており ,  稔性回復系統ではプロセッシングを受けていた .   
Napus-CMS では ,  Polima-CMS 同様に atp8 とのキメラ構造を持ち , orf224 と相
同性の高い orf222 が CMS 遺伝子として見出されており ,  nad5c と共転写されて
いる  (L'Homme et al . 1997, Brown 1999). しかしながら ,  それぞれの稔性回復遺
伝子 Rfn と Rfp はお互いを相補しない .  また ,  Rfn と Rfp は RNA プロセッシング
に関与していると考えられる .  
Tournefortii -CMS で見出された CMS 遺伝子 orf263 は ,  R. sativus の Tokumaru
細胞質が保持する atp9 と相同性の高い配列を持つキメラ遺伝子であり ,  atp6 と
共転写されており ,  CMS 系統と稔性回復系統で mRNA の蓄積パターンに違いは
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検出されなかった  (Landgren et al . 1996). この orf263 と相同性の高い orf288 が
Hau-CMS の CMS 遺伝子として見出された  (Jing et al .  2011). orf288 の mRNA は
稔性回復系統では分解されており ,  実生において CMS 系統でのみ ORF288 の蓄
積が検出された .  また ,  orf288 は nad5 と orf293 のキメラ構造を持つとも報告さ
れている  (Heng et al . 2014). 
Tuber mustard CMS からは atpA , orf220,  orf256 , orf305 が CMS 遺伝子の候補と
して見出されている  (Yu et al . 2010). そのうち ,  MTS を付加した orf220 を恒常
的高発現プロモーターで誘導すると不稔となった  (Yang et al .  2010). 
Dongbu 細胞質を持つ DCGMS では , cox1 と相同性のある配列を持つ orf463 が
CMS 遺伝子として報告された  (Park et al .  2013). orf463 は 12 個の膜貫通ドメイ
ンを持つタンパク質をコードしていた .  
Diplotaxis muralis に由来する細胞質を持つ CMS/D. m.では ,  rps7 の下流に atp9
とキメラ構造をとる orf72 が CMS 遺伝子として見出された  (Shinada et al . 2006). 
orf72 は mRNA の蓄積パターンが稔性回復系統で変化しないため , 翻訳制御ま






表 5 アブラナ属 CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  
Ogura-CMS orf138-atp8 Z12626 なし  なし  1 
Kosena-CMS orf125-atp8 AB015327 なし  なし  1 
Polima-CMS orf224-atp6 FR715249 1~58 ATP8 2 
Napus-CMS orf222-nad5_ex3 U10423 1~58 ATP8 2 
Tournefortii -CMS atp6-orf263 X83692 139~238 ATP9 3 






Tuber mustard CMS orf220 AY208898 なし  なし  2 
DCGMS orf463 KC193578 1~42 COX1 12 









表 5 続き  
(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  ORF タンパク質の蓄積調査  
Ogura-CMS orf138 蓄積差なし  (Krishnasamy and Makaroff 1993) Rfo 導入で蓄積減少  (Uyttewaal et al .  2008) 
Kosena-CMS orf125 蓄積差なし  (Iwabuchi et al .  1999) Rfk1 導入で蓄積減少  (Koizuka et al.  2003) 
Polima-CMS orf224 Rfp 系統で切断  (Singh and Brown 1991, Menassa et al.  1999) 報告なし  
Napus-CMS orf222 稔性回復系統で切断  (L'Homme et al .  1997, Brown 1999) 報告なし  
Tournefortii -CMS orf263 蓄積差なし  (Landgren et al .  1996) 報告なし  
Hau-CMS orf288 稔性回復系統で分解  (Jing et al .  2011) 稔性回復系統で蓄積減少  (Jing et al .  2011) 
Tuber mustard CMS orf220 RT-PCR により CMS 系統で発現検出  (Yu et al . 2010) 報告なし  
DCGMS orf463 報告なし  報告なし  




ヒマワリ  (Helianthus annuus) の CMS 遺伝子は , Helianthus petiolaris に由来す
る CMS-PEP1 で見出された orfH522 である  (Horn et al . 1991, Köhler et al .  1991, 
Laver et al . 1991). orfH522 は上流の atpA  (atp1) と共転写されており ,  約 16 kDa
のタンパク質をコードしている .  また ,  ヒマワリで見出されている CMS の多く
で ORFH522 に似たタンパク質が蓄積している  (Horn et al .  1996). orfH522 は
orfB (atp8) と相同性のある配列を持つキメラ構造をとっており ,  膜貫通領域を
コードする .  atp1-orfH522 は雄性生殖器官において atp1 の上流から転写される 3 
kb の共転写産物が回復系統やハイブリッド系統では減少しており , それに伴い
ORFH522 の蓄積が減少している  (Moneger et al .  1994). 
 
ソルガム  
ソルガムの CMS では ,  A1 細胞質を持つ CMS 系統  (CMS-A1) に対する稔性回
復遺伝子として Rf1 と Rf2 が見出されており ,  マッピングと細胞内局在予測か
ら見出された PPR13 が Rf1 であると報告されている  (Klein et al.  2005, Jordan et 
al. 2010). CMS-A1 の CMS 遺伝子は不明であるが ,  Rf1 が PLS タイプの PPR 遺伝
子であったため ,  RNA 編集に関与すると考えられる .   
A3 細胞質を持つ CMS-A3 において CMS 遺伝子 orf107 が見出されている  
(Tang et al .  1996). orf107 は atp9 とイネ BT-CMS の CMS 遺伝子 orf79 と相同性
が高い配列を持つキメラ構造をとっている .  orf107 は稔性回復系統で 2 箇所の
RNA 編集が起きており ,  また mRNA の切断が起きていた  (Tang et al .  1999). 筆










表 6 ヒマワリ CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  
CMS-PET1 atp1-orfH522 X55963 1~19 ATP8 1 
 
(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  ORF タンパク質の蓄積調査  
















表 7 ソルガム CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  







(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  ORF タンパク質の蓄積調査  










Owen-CMS に対する稔性回復遺伝子として ,  稔性回復系統 NK-198 が持つ Rf1
遺伝子がクローニングされた  (Matsuhira et al . 2012). Rf1 がコードするタンパク
質はミトコンドリアに局在し ,  Yeast でミトコンドリア膜タンパク質の品質をコ
ントロールしている M48 ペプチダーゼをコードする Oma1 と塩基配列の相同性
が高かったが , Zn2+結合モチーフを持たないため , プロテアーゼ活性は失われ
ていると考えられた .  そのため ,  Rf1 の機能は不明である .  Rf1 は稔性回復能力が
低かったが ,  Rf1 導入個体の稔性は CMS 系統に NK-198 を交雑した後代と同程度
であったため ,  Rf1 の稔性回復能力が低いことには矛盾しないことが示された .  
Owen-CMS の CMS 遺伝子 preSatp6 は atp6 の 5'側が組換わっており ,  通常より
も N 末端側に伸びた 39 kDa のタンパク質を蓄積する  (Yamamoto et al . 2005). こ
の preSATP6 は膜タンパク質であり ,  稔性回復遺伝子 Rf1 から翻訳される
bvORF20 タンパク質との結合が示された  (Kitazaki et al .  2015). CMS 系統では
preSATP6 のホモオリゴマーと考えられる 250 kDa の複合体が形成されていたが ,  
bvORF20 は preSATP6 と結合して 200 kDa の複合体となるため ,  bvORF20 は翻訳
後制御により CMS 遺伝子を制御していると考えられた .  そのため ,  Owen-CMS
では preSATP6 のオリゴマーによる pore の形成が CMS の原因ではないかと考え
られた .  
wild beets 由来の細胞質を持つ CMS 系統 I-12 CMS(3) では CMS 遺伝子とし
て orf129 が見出された  (Yamamoto et al .  2008). ORF129 は稔性回復系統との交
雑後代においても蓄積していたため , 翻訳後制御を受けていることが示唆され
ている .   
G 細胞質を持つ GCMS には変異が入ることにより C 末端側が 8 アミノ酸短く
なった cox2 (G cox2) が存在し ,  シトクロム c オキシダーゼ活性が通常細胞質を
持つ系統に比べて 50%に低下していた  (Ducos et al . 2001). このことから , 








表 8 テンサイ CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  
Owen-CMS preSatp6 BA000024 388~639 ATP6 16 
I-12CMS(3) orf129 AB355937 1~12 COX2 1 
GCMS G cox2 AF276430 なし  なし  2 
 
(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  ORF タンパク質の蓄積調査  
Owen-CMS preSatp6 CMS 系統で蓄積あり  (Onodera et al .  1999, Satoh et al .  2004) 
蓄積差なし ,  RF1 (bvORF20) との相互作用あり   
(Kitazaki et al .  2015) 
I-12CMS(3) orf129 F1 系統で蓄積差なし  (Yamamoto et al .  2008) 蓄積差なし  (Yamamoto et al . 2008) 








ペチュニアでは ,  petunia fused gene  (pcf) が CMS 遺伝子として見出されてい
る  (Nivison and Hanson 1989). pcf は atp9 , cox2-1 とのキメラ構造を持っており ,  
稔性回復遺伝子 Rf により mRNA の蓄積パターンが変化した  (Pruitt and Hanson 
1991, Hanson et al.  1999). さらに ,  PCF の蓄積が稔性回復系統で減少していた  
(Nivison and Hanson 1989).クローニングされた Rf は P タイプの PPR タンパク質
をコードする Rf-PPR592 であり ,  Rf-PPR592 を導入した個体では PCF の蓄積量
が低下していた  (Bentolila et al .  2002). 
 
インゲンマメ  
インゲンマメの CMS (CMS-Sprite) には phaseolus volgaris sterility sequence  
(pvs) が特異的配列として見出されており ,  この領域には pvsORF1  (orf98) と
pvsORF2  (orf239) が予測された  (Johns et al .  1992). このうち ,  ORF239 は CMS
系統の雄性生殖器官での蓄積が確認された  (Abad et al . 1995). CMS-Sprite の稔
性回復遺伝子 Fr は SSS によって pvs 領域のコピー数を減少させることで稔性









表 9 ペチュニア CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  







(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  ORF タンパク質の蓄積調査  
Petunia CMS pcf 
稔性回復系統で切断または分解   
(Pruitt and Hanson 1991, Hanson et al .  1999) 















表 10 インゲンマメ CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  
CMS-Sprite  orf98-orf239 M87062 なし  なし  1 
 
(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  
orf が存在するゲノム領域の存在量の調査と  
orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  
ORF タンパク質の蓄積調査  
CMS-Sprite  orf239 
Fr 系統でコピー数減少  (Mackenzie and Chase 1990) 
Fr 系統で蓄積減少  (Mackenzie and Chase 1990) 









Chili pepper CMS では CMS 遺伝子として orf456 が見出された  (Kim et al .  
2007). 当初は 456 bp の orf としての報告だったが ,  その後シークエンスのミス
が発覚し ,  実際には 507 bp の orf  (orf507) であったと報告された  (Gulyas et al .  
2010). orf507 は上流の cox2 と共転写されており ,  稔性回復系統では mRNA が分
解され ,  ORF507 の蓄積が無くなる .  さらに ,  ORF507 の N 末端配列は ATP6 と相
互作用し ,  complex Ⅴの活性を低下させることが示された  (Li et al .  2013). また ,  
Chili pepper CMS のミトコンドリアには ,  atp6 が 2 コピー存在しており ,  3 '側が
組換わった Ψatp6-2 と正常型の atp6-1 から転写される mRNA を CMS 系統と稔
性回復系統で比較すると ,  CMS 系統で Ψatp6-2 の mRNA が増加し ,  atp6-1 の
mRNA が減少していた  (Kim and Kim 2006). Ψatp6-2 の発現と ATPase 活性に相




ニンジンの petaloid CMS では ,  orfB の下流に由来不明の配列を持つ orfB-CMS
が CMS 遺伝子として見出されている  (Nakajima et al . 2001). orfB-CMS は葉と花
で発現しており ,  稔性回復系統との交雑後代では orfB-CMS  mRNA がプロセッ
シングを受ける .  発現は葉でも見られるが ,  ORFB-CMS の蓄積が検出できたの










表 11 トウガラシ CMS における報告  
(A) CMS 遺伝子のゲノム構造の特徴  
CMS 型  CMS 遺伝子と隣接する遺伝子  アクセッション番号  
相同性を示す領域  
(アミノ酸基準 )  
相同性を示す対象  膜貫通領域数  
Chili pepper CMS 
cox2-orf507 FJ175153 なし  なし  1 
Ψatp6-2 KJ865409 1~310 ATP6 2 
 
(B) CMS 遺伝子研究の進捗  
CMS 型  CMS 遺伝子  orf mRNA の蓄積パターンまたは蓄積量の調査  ORF タンパク質の蓄積調査  
Chili pepper CMS 
orf507 稔性回復系統で分解  (Kim et al .  2007) 稔性回復系統で蓄積減少  (Kim et al .  2007) 









タバコでは ,  Nicotiana sylvestris のプロトプラストから再生した変異体 CMSⅠ
と CMSⅡが見出されている .  CMSⅠでは nad7 のエキソン 3 とエキソン 4 を含む領
域が欠損している  (Gutierres et al .  1997). また , CMSⅡでは nad7 に加えて nad1
のエキソン 1 をコードする領域に欠損があった  (Lelandais et al . 1998, Gutierres 
et al . 1999). CMSⅠと CMSⅡは不稔のほか ,  生育不良が見られ ,  花器官が小さくな




CMS タンパク質の細胞毒性  
CMS 遺伝子にコードされるタンパク質を大腸菌や酵母で発現させると ,  細胞
毒性が現れることが多数報告されている .  これまでに ,  CMS 遺伝子を大腸菌で
発現誘導した場合に毒性が示されたのは ,  イネ BT-CMS の orf79 (Wang et al .  
2006), ヒマワリ CMS-PET1 の orfH522  (Nakai et al .  1995), アブラナ Ogura-CMS
の orf138  (Duroc et al .  2005), Hau-CMS の orf288  (Jing et al.  2011), トウガラシ
CMS-Peterson の orf507  (Li et al . 2013) である . また ,  イネ HL-CMS の orfH79 は
酵母で発現を誘導した場合に毒性を示した  (Peng et al .  2009). 
 
CMS 遺伝子導入による不稔の誘導  
ミトコンドリアの形質転換法は確立されていないため ,  見出した CMS 遺伝
子が本当に CMS の原因かどうかを推定するために ,  ミトコンドリア移行シグ
ナルを付加した CMS 遺伝子を核ゲノムに導入する手法が用いられてきた .  表
12 には ,  これまでの CMS 遺伝子の遺伝子導入についての報告を ,  用いられたプ
ロモーター ,  MTS, 導入対象についてまとめた .  CMS 遺伝子に付加する MTS は
限定されておらず , 誘導プロモーターは大きく恒常的高発現プロモーターと花
芽特異的プロモーターに大別される .  以下には ,  これまでの報告に用いられた
プロモーター ,  MTS, CMS 遺伝子 ,  導入対象についてまとめた .  CMS 遺伝子に
MTS を付加することにより不稔を示すのは WA352 , orfH522 , orf220 であり ,  
orfH522 は CaMV35S プロモーターで誘導しても不稔を示さない  (Nizampatnam 
et al.  2009, Yang et al .  2010, Luo et al .  2013). CMS 遺伝子に MTS を付加しなくて
も不稔を示すのは ,  orf288 ,  orf239 ,  orf456 ,  orf129 である  (He et al .  1996, Kim et 
al. 2007, Yamamoto et al . 2008, Jing et al .  2011). また ,  核に導入しても不稔を示
さないのは urf13,  orf138 である  (Chaumont et al .  1995, Duroc et al .  2006). orf79
は CaMV35S プロモーターで誘導した場合のみ不稔を示し ,  Ubiquitin プロモータ
ーで誘導する場合には γATPase を MTS として付加すると形質転換後の再分化個
体が得られない  (Wang et al . 2006, Kojima et al .  2010). 一方で ,  orfH79 は
Ubiquitin プロモーターで誘導すると部分不稔となる  (Peng et al .  2010). 誘導す
るプロモーターや MTS, 導入対象によっては必ずしも不稔を誘導するとは限ら
ないため ,  CMS 遺伝子導入実験の結果から CMS の雄性不稔機構について考察す
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表 12 CMS 遺伝子導入試験の報告  
作物種  CMS 系統  プロモーター  MTS CMS 遺伝子  導入対象  表現型  文献  
イネ  
BT-CMS CaMV35S  Rf1b  orf79  Rice  semi-s ter i le  Wang et  a l .  2006  
BT-CMS 
Maize  Ubiqui t in  Rf1a  orf79  Rice  male fer t i le  
Koj ima et  a l .  2010  Maize  Ubiqui t in  
 
orf79  Rice  male fer t i le  
Maize  Ubiqui t in  ATPase γ  subuni t  (γ  ATPase)  of  Arabidopsis  thal iana  orf79  Rice  not  regenerated  
HL-CMS Maize  Ubiqui t in  Rfo  orfH79  Rice  semi-s ter i le  Peng et  al .  2010  
WA-CMS 
CaMV35S  Rf1b  WA352  Rice  male s ter i le  
Luo et  a l .  2013  
CaMV35S  Rf1b  GFP-WA352  Rice  male s ter i le  
CaMV35S  
 
WA352 Rice  male fer t i le  
CaMV35S  Rf1b  WA352  Arabidopsis  male s ter i le  
CaMV35S  
 
WA352 Arabidopsis  male fer t i le  
トウモロコシ  CMS-T 
CaMV35S  β  subunit  of Nicot iana  plumbagini fol ia ATPase urf13  Tobacco male fer t i le  
Chaumont et  al .  1995  
CaMV35S  
 
urf13  Tobacco male fer t i le  
アブラナ  
Ogura-CMS 
A9 β  subunit  of Nicot iana  plumbagini fol ia ATPase orf138  Arabidopsis  male fer t i le  
Duroc et  al .  2006  
CaMV35S  β  subunit  of Nicot iana  plumbagini fol ia ATPase orf138  Arabidopsis  male fer t i le  
Hau-CMS 
CaMV35S  coxⅣ  orf288  Arabidopsis  male fer t i le  
Jing et  al .  2011  AP3 coxⅣ  orf288  Arabidopsis  male s ter i le  
AP3 
 
orf288  Arabidopsis  male s ter i le  
Tuber  mustard CMS 
CaMV35S  β  subunit  of Nicot iana  plumbagini fol ia ATPase orf220-GFP Brassica  juncea  male s ter i le  
Yang et  a l .  2010  
CaMV35S  
 




表 12 続き  
作物種  CMS 系統  プロモーター  MTS CMS 遺伝子  導入対象  表現型  文献  
ヒマワリ  CMS-PET1 
TA29 coxⅣ  orfH522  Tobacco semi -s ter i le  
Nizampatnam et  al .  2009  
TA29 
 
orfH522  Tobacco male fer t i le  
CaMV35S  coxⅣ  orfH522  Tobacco male fer t i le  
CaMV35S  
 
orfH522  Tobacco male fer t i le  
テンサイ  I-12 CMS(3)  
AP3 sugar beet  pyruvate dehydrogenase PDHE1 α  subunit  orf129  Arabidopsis  semi -s ter i le  
Yamamoto et  al .  2008  
AP3 
 
orf129  Arabidopsis  semi -s ter i le  
インゲンマメ  CMS-Spri te  
Lat52  β  subunit  of Nicot iana  plumbagini fol ia ATPase orf239  Tobacco semi -s ter i le  
He et  al .  1996  
Lat52  
 
orf239  Tobacco semi -s ter i le  
SP β  subunit  of Nicot iana  plumbagini fol ia ATPase orf239  Tobacco semi -s ter i le  
SP 
 
orf239  Tobacco semi -s ter i le  
トウガラシ  Chi l i  pepper  CMS 
CaMV35S  coxⅣ  orf456  Arabidopsis  semi -s ter i le  
Kim et  a l .  2007  
CaMV35S  
 
orf456  Arabidopsis  semi -s ter i le  
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第 2 節 雄性不稔機構  
CMS 遺伝子は通常細胞質には存在しない配列から見出されてきた . 植物ミト
コンドリアでは重複配列を介した組換えによりサブゲノム分子が形成されてお
り ,  そこから見出された新規 orf には CMS 遺伝子となる orf が含まれていると
考えられる  (Mackenzie and McIntosh 1999). 新たに獲得した orf が CMS を引き
起こす場合は gain-of-function と呼ばれており ,  対して既存のミトコンドリアの
呼吸鎖をコードする遺伝子に変異が生じた場合は loss-of-function と呼ばれてい
る  (Chase 2007).  
 
loss-of-function モデル  
loss-of-function の例としては ,  先に挙げたテンサイ GCMS, タバコの CMSⅠ , 
CMSⅡが挙げられる .   
GCMS では cox2 および nad9 の内部で組換えが生じており ,  正常細胞質とは
異なる大きさのタンパク質が蓄積している . 複合体の活性が低下していたのは
complex Ⅳのみであり ,  complex Ⅰでは低下していなかった  (Ducos et al .  2001).  
CMSⅠでは nad7 , CMSⅡではさらに nad1 のコード領域に欠失があり , それぞれ
の CMS で complex Ⅰの活性が低下していた  (Gutierres et al .  1997). 
 
gain-of-function モデル  
これまでの報告にある gain-of-function の CMS 遺伝子は ,  CDS の内部または周
辺配列で組換えを起こしており ,  既知のミトコンドリア遺伝子とのキメラ構造
をとっていることが多い . loss-of-function とは異なり ,  CMS 遺伝子を持つ植物は
正常型の呼吸に関連するミトコンドリア遺伝子を保持している  (Chase 2007). 
見出された CMS 遺伝子には膜タンパク質をコードするものが多く含まれてい
る .  これまでの報告から ,  蓄積した ORF による作用は ,  大きく 2 つのタイプに
分類できる . ひとつは , ORF が単独でオリゴマーを形成し ,  ミトコンドリア内
膜に蓄積することで pore を形成し ,  プロトン勾配に影響を及ぼす場合である .  
もうひとつは , ミトコンドリア電子伝達系の呼吸鎖複合体に結合することで機
能を阻害する場合である .  
pore を 形 成 す る タ イ プ は ,  ト ウ モ ロ コ シ CMS-T の URF13, ア ブ ラ ナ
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Ogura-CMS の ORF138, Kosena-CMS の ORF125, テ ン サ イ Owen-CMS の
preSATP6 で示された .  CMS-T では ,  URF13 がオリゴマーを形成してミトコンド
リア膜に pore を形成することが示された  (Korth et al . 1991, Rhoads et al .  1995). 
Ogura-CMS の ORF138 は 6 量体まで形成しうることが示された  (Duroc et al .  
2005). さらに ,  ORF138 はミトコンドリア呼吸鎖複合体とは相互作用せず ,  それ
ぞれの活性に影響しないことが示された  (Duroc et al .  2009). orf138 と相同性の
高い CMS 遺伝子を持つ Kosena-CMS でもオリゴマーを形成することが示された  
(Iwabuchi et al .  1999). Owen-CMS では preATP6 がホモオリゴマーを形成するこ
とが示された  (Yamamoto et al .  2005). 
呼吸鎖複合体に結合するタイプは ,  イネ WA-CMS の WA352, HL-CMS の
ORFH79 で呼吸鎖複合体との結合が示されている .  WA352 はシトクロム c オキ
シダーゼ  (complex Ⅳ) のサブユニット COX11 との結合が示されている  (Luo 
et al .  2013). ORFH79 はユビキノール -シトクロム c レダクターゼ  (complex Ⅲ) 
のサブユニット P61 との結合が示されており , complex Ⅲ活性が低下することに
より ,  ROS を発生させて PCD を引き起こすモデルが提唱されている  (Wang et al .  
2013). また ,  ヒマワリ CMS の ORF522 は ATP8 と相同性の高い配列を持ってお
り , complex Ⅴの活性低下が示されている  (Sabar et al .  2003). テンサイ GCMS で
は complex Ⅳ活性が低下しており ,  CMS 遺伝子 Gcox2 の変異との相関が示され
ている  (Ducos et al.  2001). これらの CMS についても呼吸鎖複合体に結合する




第 3 節 稔性回復機構  
これまでに示したように , CMS の原因は CMS タンパク質の蓄積である .  これ
までに明らかになっている稔性回復機構は , ゲノム制御 ,  転写後制御 ,  翻訳制
御 ,  翻訳後制御 ,  代謝制御に分類することができる .  
 
ゲノム制御  
ゲノム制御は ,  CMS 遺伝子が座乗するサブゲノム分子のコピー数を減少させ
ることで CMS タンパク質の蓄積を抑制する制御機構である .  インゲンマメ
CMS-Sprite の稔性回復遺伝子 Fr はクローニングされていないため実体は不明
であるが ,  pvs 領域を含む 25 kb のミトコンドリアゲノムのコピー数が減少する
と稔性が回復するという相関が示されており ,  SSS による制御機構であると考
えられる  (Mackenzie and Chase 1990, Janska et al.  1998). 
 
転写後制御  
CMS 遺伝子の発現は ,  稔性回復系統や CMS 系統に稔性回復系統を交雑した
後代において発現量の低下やプロセッシングが起きていることが多い . クロー
ニングされた稔性回復遺伝子のうち ,  CMS 遺伝子への作用が報告されているの
は ,  イネ BT-CMS の Rf1a および Rf1b , HL-CMS の Rf5 , LD-CMS の Rf2,  WA-CMS
の Rf4 , ペチュニア CMS の Rf-PPR592 である .  LD-CMS の Rf2 はグリシンリッチ
タンパク質をコードし , 作用機序は不明であるが CMS 遺伝子 orf79  mRNA を分
解して ORF79 タンパク質の蓄積を抑制する  (Itabashi et al .  2011, Kazama et al .  
2016). 他の稔性回復遺伝子は PPR タンパク質をコードしている . Rf1a または
Rf5 を導入すると ,  CMS 遺伝子はプロセッシングによる制御を受け , Rf1b または
Rf4 を導入すると分解される  (Wang et al . 2006, Kazama et al .  2008, Hu et al . 2012, 
Luo et al.  2013, Kazama and Toriyama 2014). Rf-PPR592 導入個体での mRNA 蓄積
パターンについての報告はないが ,  過去の報告から稔性回復系統において 5’末
端が翻訳開始点の上流 121 番目の塩基  (-121) から始まる mRNA の蓄積量が減
少していたため ,  プロセッシングまたは分解を受けていると考えられる  (Pruitt 
and Hanson 1991, Hanson et al .  1999). その結果 ,  CMS タンパク質が蓄積しなく





PPR タンパク質には翻訳制御の機能を持つものもある .  Ogura-CMS の Rfo ,  
Kosena-CMS の Rfk1 は ,  いずれも PPR タンパク質をコードしている .  稔性回復
系統では CMS 遺伝子の mRNA 蓄積パターンが CMS 系統と比べて変化せず ,  
CMS タンパク質の蓄積が減少する  (Koizuka et al.  2003, Uyttewaal et al .  2008). 
CMS タンパク質の蓄積が減少しているのは翻訳が抑制している場合とタンパ
ク質の分解が促進していることが考えられるが ,  少なくとも Rfo と Rfk1 は RNA
結合タンパク質という PPR タンパク質の性質から ,  翻訳の抑制であると考えら
れる .   
 
翻訳後制御  
テンサイ Owen-CMS の稔性回復遺伝子 bvORF20 から翻訳される bvORF20 タ
ンパク質は CMS タンパク質 preATP6 と結合することが示された  (Kitazaki et al .  
2015). Owen-CMS の雄性不稔機構は ,  preATP6 がホモオリゴマーを形成すること
でミトコンドリア膜に pore を形成することでプロトン勾配に影響を与えると
するモデルが考えられている .  bvORF20 は preATP6 に結合することでホモオリ
ゴマーの形成を崩壊させているのと考えられる .  この場合 ,  preATP6 の蓄積量は
変化しない .  実際に ,  CMS 系統と稔性回復系統では preATP6 の蓄積量に差がな
い .  
 
代謝制御  
トウモロコシ CMS-T の稔性回復遺伝子 Rf2 はアルデヒドデヒドロゲナーゼを
コードしている .  CMS タンパク質 URF13 の蓄積も稔性回復系統で変化しないた
め , RF2 は URF13 に起因する何らかの毒性物質を解毒することで稔性を回復し
ているのではないかと考えられている  (Liu et al.  2001).  
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第 4 節 CMS 研究における問題点の考察  
CMS の分子遺伝学的解析において ,  CCG を同定することは不可能である .  そ
の理由は ,  ミトコンドリアの形質転換法が確立されていないため ,  CMS 遺伝子
を核ゲノムに導入して雄性不稔を示すかどうか確認できないからである . これ
までは大腸菌や酵母に対する毒性を見たり , ミトコンドリア移行シグナルを付
加して核ゲノムに導入することで再現の試みが行われてきた . しかしながら ,  
完全な不稔性が再現された例は少なく , また雄性不稔性が示されたからといっ
て ,  その CMS 遺伝子にコードされるタンパク質が雄性不稔性を引き起こしう
ることしか言えず ,  実際の CMS 系統において雄性不稔を引き起こす原因とな
っていることは示されない .  また ,  稔性回復遺伝子と相互作用するかは示すこ
とができない .   
それに対し ,  稔性回復遺伝子は CMS 系統に対する遺伝子導入による相補性
試験を行うことで同定することができる . 同定した稔性回復遺伝子の機能を明
らかにすることができれば ,  見出した CMS 遺伝子から CCG を選抜する上での
指標とすることができる .  現在 , 稔性回復遺伝子と CMS 遺伝子の相互作用が明
らかとなっているのは , イネの BT-CMS, WA-CMS, HL-CMS, LD-CMS, アブラ
ナの Ogura-CMS, Kosena-CMS, テンサイの Owen-CMS, ペチュニア CMS である . 
これらの CMS では ,  雄性不稔機構として転写後制御 ,  翻訳制御 ,  翻訳後制御が
示された .  これまで CMS 遺伝子を探すために ,  CMS 細胞質特異的な orf につい
てノーザンブロット分析やウェスタンブロット分析による解析が行われ ,  CMS
系統と稔性回復系統の間で蓄積パターンに違いがある遺伝子が CMS 遺伝子の
候補とされてきた .  しかし ,  mRNA またはタンパク質の蓄積パターンに違いが
見られないからといって ,  CMS 遺伝子の候補から外すべきではないと言える .   










翻訳されている orf を絞り込むのが望ましい . 絞り込んだ CMS 遺伝子について ,  
同定した稔性回復遺伝子との相互作用を見出すことにより , ようやく CCG を
同定することができる .  
以上の理由により ,  CMS 研究においては確実に同定することのできる稔性回
復遺伝子を見出し ,  その機能から稔性回復機構の解明を行うとともに ,  CMS 遺
伝子の候補から稔性回復遺伝子と相互作用するものを探索して CMS 遺伝子を
選抜していくことで ,  雄性不稔機構を明らかにすることができると考えられ




第 2 章 RT98-CMS の稔性回復遺伝子の同定  
第 1 章の考察から ,  稔性回復遺伝子の同定は CMS 遺伝子の解析よりも優先す
べきであると考えられる .  そのため ,  まず RT98-CMS に対する稔性回復遺伝子
をクローニングすることを目的とした . 稔性回復遺伝子同定を円滑に進めるた
め , CMS 系統と稔性回復系統の表現型の比較についても本章に含めることにす
る .  
CMS 系統 RT98A の花粉は見かけ上正常に発達することが報告されている  
(Motomura et al .  2001). この報告では開花前日の花粉を観察しているため ,  正
確には開花前日まで正常に発達していると言える . イネの花粉は開花後にデン
プンの糖化が行われることが知られており ,  イネの CMS では , CW-CMS の CMS
系統 CWA の花粉が見かけ上正常に発達するが ,  開花後のデンプン糖化が起こ
らないことが報告されている  (Fujii and Toriyama 2009). そのため ,  第 1 節では
RT98-CMS においても開花後の花粉まで観察を行い ,  CMS 系統の表現型を稔性
回復系統と比較し ,  稔性回復の指標を見出すことを目的とした .  また ,  これま
でに報告されている他の CMS 系統との比較により RT98-CMS の特徴を評価し
た .   
RT98-CMS に対する稔性回復遺伝子は ,  第 10 染色体に座乗する BT-CMS の稔
性回復遺伝子 Rf1 のアリルであると報告されている  (Motomura et al .  2003). そ
のため ,  第 10 染色体に座乗する RT98-CMS に対する稔性回復遺伝子を Rf98 と
命名し ,  マッピングおよびクローニングを行った .    
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第 1 節 RT98-CMS の表現型の観察  
方法  
ヨウ素ヨウ化カリウム  (I2-KI) 染色  
葯を固定液  (75% (v/v) ethanol, 25% (v/v) acetic acid) で固定した後 , 花粉を
ヨウ素ヨウ化カリウム溶液  (20% (w/v) sucrose, 1% (w/v) I2-KI) で染色し ,  光学
顕微鏡  (OLYMPUS BX41) で観察を行った .  
 
DAPI 染色  
固定した葯を DAPI 染色液  (20% (w/v) sucrose, 0.0001% (w/v) DAPI) で染色し ,  
蛍光顕微鏡で観察を行った .  
 
アニリンブルー染色  
開花 6 時間後の雌しべを水酸化カリウム溶液  (1N KOH) に浸し ,  55°C で 5 分
間インキュベートした後 ,  アニリンブルー溶液  (2% (w/v) K3PO4 ,  0.01% (w/v) 





RT98A は稔実が全く見られず ,  完全不稔であった .  RT98A の減数分裂期から 3
細胞期の花粉について光学顕微鏡で観察を行ったところ ,  RT98C や T65 と同様
に見かけ上正常に発達することがわかった  (図 1). また , 開花前日の穎花や葯
も外見上正常に発達していた  (図 2). I2-KI 染色によるデンプン蓄積の観察では ,  
開花前日における正常なデンプン蓄積および開花後における正常なデンプン糖
化が観察された  (図 2). DAPI 染色による核の観察では ,  開花前日の花粉におい
て正常に核分裂が起きていることが示された  (図 2). 開花後においても , 葯の
裂開異常 ,  花粉の放出異常などは見られなかった .  しかしながら , 受粉後の柱
頭をアニリンブルー染色後に観察すると ,  RT98A では花粉の発芽が起きていな












図 1 RT98-CMS の表現型観察  (減数分裂期 ~3 細胞期 )  













図 2 RT98-CMS の表現型観察  (穎花および 3 細胞期~開花後 )  
Bars = 2 mm (穎花 ), Bars = 50 μm (I2-KI, DAPI, アニリンブルー )  




イネの花粉発達は 14 のステージに分類される  (Zhang and Wilson 2009). これ
までに報告されたイネ CMS の表現型について ,  どの生育ステージで発達が停
止したと考えられるかという視点で見てみると , WA-CMS はステージ 9 (カロー
ス壁の分解 ,  小胞子の開放 ) からステージ 10 (小胞子が空胞化して円形になる ) 
の間 ,  HL-CMS はステージ 10, LD-CMS と BT-CMS はステージ 10 からステージ
12 (3 細胞期 ), CW-CMS はステージ 12 からステージ 13 (開花 ,  葯の裂開 ) の間で
それぞれ発達が停止したと見ることができる . 一方 ,  RT98-CMS では RT98A の
花粉はステージ 14 (開花後 ,  花粉の放出 ) でも正常にデンプンの糖化が起きて
おり , 少なくともデンプンの蓄積および糖化を指標とした花粉発達の評価にお
いて異常は見られなかった .  RT98A 花粉の異常が顕在化するのは受粉後 ,  花粉
が発芽するタイミングであり ,  花粉の発芽が起こらない .  そのため ,  RT98-CMS
は花粉の発芽に異常が生じることで不稔となるタイプの CMS であり ,  これま
でに報告のある CMS の中では最も発達が進行することがわかった . そのため ,  
表現型の観察から他の CMS 系統とは異なる雄性不稔機構が働いていることが
推測された .   
稔性回復遺伝子同定に際して ,  LD-CMS では花粉稔性の評価 ,  CW-CMS ではデ
ン プ ン の 糖 化 し た 花 粉 の 割 合 で の 評 価 が 稔 実 率 調 査 に 加 え て 行 わ れ た  
(Itabashi et al .  2011, Fujii and Toriyama 2009). しかしながら ,  RT98-CMS では花
粉観察による稔性の判断がつかないため , 稔実率以外の評価が困難であると考
えられた .  そのため ,  第 2 節の稔性回復遺伝子の同定では稔実率を指標として
評価を行うこととした .   
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第 2 節 RT98-CMS に対する稔性回復遺伝子の同定  
方法  
DNA 抽出  
1 cm
2 の葉断片を 2 時間以上乾燥させ ,  ガラスビーズ  (BZ-3, AS ONE) と共に
Tissue Lyser (QIAGEN) で粉砕し ,  1×抽出バッファー  (200 mM Tris-HCl, 250 mM 
NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS, pH 7.5) を加えて 10 分間静置後 ,  20,000×g で 20
分間遠心分離した .  上清を新しい 1.5 ml マイクロチューブに移した後 ,  等量の
イソプロパノールを加え懸濁し ,  20,000×g で  15 分間遠心分離を行い ,  沈殿を
1/5×TE (2 mM Tris-HCl, 0.2 mM EDTA, pH 7.5) に溶解した .  
 
Rf98 のマッピング  
RT98-CMS は配偶体型の稔性回復様式を示す  (Motomura et al .  2001). そのた
め , RT98C×T65 F1  (Rfrf) および RT98C×T65 BC1F1  (Rfrf) の自殖後代には Rf を持
つ花粉のみが受精し ,  母親からは Rf または rf が遺伝する .  自殖後代において ,  
父親からは RT98C の W1109 由来の領域が T65 に組換えが起きた染色体 ,  母親
からは rf が遺伝した個体を選抜するために , RT98C×T65 F2 および RT98C×T65 
BC1F2 において SSR マーカーおよび InDel マーカーを用いて ,  T65 ホモを示す個
体を選抜することで Rf98 の候補領域を狭めた .  使用したマーカーの一覧は補足
資料 1 に記載した .  
 
アクリルアミド電気泳動  
電 気 泳 動 に は 8% の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル  (8% acrylamide and 
bis-acrylamide solution (19:1), 0.5×TBE (89 mM Tris, 2 mM EDTA, 89 mM boric 
acid), 5% glycerol, 0.001% APS, 0.1% TEMED), 泳動 Buffer には 0.5×TBE を用い
た .  EtBr (BIO RAD) で染色後 ,  プリントグラフ  (AE-6932GXCF, ATTO) で検出
した .  
 
相補性試験  
RT98C ゲノムの BAC ライブラリーの作成および選抜は農業生物資源研究所
に 委 託 し た .  BAC ク ロ ー ン の 選 抜 に は マ ー カ ー SSRH10018, SSRH10032, 
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SSRH10036, SSRH10040 を用いた .  選抜した BAC クローンのシークエンスは
Roche の GS-FLX システムおよび農業生物資源研究所の ABI3730 システム  (サ
ンガー法 ) により決定した .   
BAC クローンは制限酵素 XbaⅠ , SacⅠ , KpnⅠ ,  PstⅠを使用して切断し ,  得られた
DNA 断片はバイナリーベクター pZH2B に挿入した  (Kuroda et al . 2010). クロー
ニングしたゲノム断片は CEQ8000 シークエンサー  (Beckman Coulter) を用いて
シ ー ク エ ン ス を 確 認 し た .  バ イ ナ リ ー プ ラ ス ミ ド は ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム
EHA101 に導入し ,  アグロバクテリウム法  (Toki et al . 2006) を用いて CMS 系統




Rf98 のマッピングに使用したマーカーおよび選抜した組換え個体数 ,  BAC ク
ローンのカバーする領域 ,  予測された遺伝子 ,  クローニングしたゲノム断片を
図 3 にまとめた .  RT98C×T65 の F2  1248 個体および  (RT98C×T65)×T65 の BC1F2  
6432 個体から ,  第 10 染色体の SSR1041 から SSR10108 の領域で組換えが起き
ていた個体 R1~R8 を選抜することができた . 見出した組換え個体について ,  そ
れぞれのマーカーにおける遺伝子型および後代における稔実率を表 13 に示す .  
稔実率は袋がけを行わずに調査した .  RT98A にも若干の着粒があったが ,  袋が
けを行った状態では RT98A は完全不稔であるので ,  他の系統の花粉が受粉した
ため若干の着粒があったものと考えられる .  マッピングの結果 ,  Rf98 の候補領
域はマーカーSSRH10027 から InDelT003 の間であることがわかった .   
作成した BAC ライブラリーから ,  Rf98 候補領域をカバーする BAC クローン
を選抜した結果 ,  BAC クローン RT98C42E07 を選抜することができた .  この
BAC ク ロ ー ン の シ ー ク エ ン ス を 決 定 し た 結 果 ,  マ ー カ ー SSRH10027 と
InDelT003 の間の領域は約 170 kb であることがわかった .   
Rf98 候補領域に含まれる遺伝子を Flowering Plant Gene Picker (Amano et al . 
2010; http://fpgp.dna.affrc.go.jp/ ) を用いて予測した .  その結果 ,  Rf98 候補領域に
は 18 個の orf が予測された  (表 14). このうち , 8 個の遺伝子については全て PPR
タンパク質をコードする遺伝子と予測されたため , それぞれの遺伝子について
コードするアミノ酸数に応じて命名した .  Rf はミトコンドリアに移行するタン
パク質をコードすると予測されるため ,  細胞内局在予測プログラム Predotar 
(Small et al .  2004) を用いてミトコンドリアへの移行が予測されるタンパク質
をコードする遺伝子を予測した .  プログラムのスコア 0.7 以上を示すタンパク
質がミトコンドリアに局在すると仮定した結果 ,  7 個の PPR タンパク質をコー
ドする遺伝子  (PPR830 ,  PPR791a , PPR791b , PPR791c,  PPR777 ,  PPR776 , PPR762) 
を選抜することができた .  これら 7 つの遺伝子に加え ,  ネガティブコントロー
ルとして PPR332 を加えた 8 つの遺伝子についてはプロモーター領域 ,  ターミ
ネーター領域が不明であったため ,  上流側の約 3.0 kb, 下流側の約 2.1 kb を含
むゲノム断片をクローニングした  (図 4). それぞれの塩基配列は DDBJ に登録







図 3 Rf98 のマッピング  






C: RT98C ホモ ,  T: T65 ホモ ,  H: RT98C/T65 ヘテロ  
稔実率は後代でそれぞれ RT98C 由来の領域がホモである個体を選抜し ,  水田において袋がけを行わずに調査した .  RT98A にも若干の着粒があ
ったが ,  袋がけを行った状態では RT98A は完全不稔である .   
表 13 組換え個体の遺伝子型および稔実率  
マーカー  RAP-position (kb) RT98C RT98A R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 
SSR1041 18,006 C T T T T T H H H H 
SSR10081 18,572 C T H T T T H H H H 
SSR10085 18,727 C T H H T T H H H H 
SSRH10004 18,746 C T H H T T H H H H 
SSRH10023 18,883 C T H H T T H H H H 
SSRH10027 18,888 C T H H H T H H H H 
SSRH10036 18,964 C T H H H H H H H H 
SSRH10040 18,976 C T H H H H H H H H 
IndelT003 18,985 C T H H H H T H H H 
SSRH10045 19,006 C T H H H H T H H H 
SSRH10070 19,083 C T H H H H T T H H 
SSR10098 19,120 C T H H H H T T T H 
SSR10108 19,473 C T H H H H T T T T 




表 14 Rf98 候補領域に予測された遺伝子のコードするタンパク質および細胞内局在予測  
 アノテーション  RAP-ID 細胞内局在予測  
1 Conserved hypothetical protein. (Os10t0496550 -00) Os10g0496550 Not predicted  
2 Conserved hypothetical protein. (Os10t0496600 -01) Os10g0496600 possibly ER (0.37) 
3 Similar to Protochlorophyllide reductase B, chloroplastic.  (Os10t0496900 -01); 
Os10g0496900 Plastid (0.95) 
 NADPH: protochlorophyllide oxidoreductase, Chlorophyll synthesis (Os10t0496900 -02) 
4 Armadillo-type fold domain containing protein. (Os10t0497000 -01) Os10g0497000 Elsewhere (0.83) 
5 Similar to 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase 1, chloroplast precursor  
Os10g0497100 Mitochondria (0.55) 
 (EC 2.3.1.51) (Lysophosphatidyl acyltransferase 1).  Splice isoform 2. (Os10t0497100 -01) 
6 Hypothetical protein. (Os10t0497200 -00) Os10g0497200 Elsewhere (0.98) 
7 Pentatricopeptide repeat domain containing protein (PPR830)  なし  Mitochondria (0.86) 
8 Pentatricopeptide repeat domain containing protein (PPR776)  なし  Mitochondria (0.74) 
9 Pentatricopeptide repeat domain containing protein (PPR332)  なし  Elsewhere (0.98) 
10 Pentatricopeptide repeat domain containing protein (PPR762)  なし  Mitochondria (0.74) 
11 Pentatricopeptide repeat domain containing protein (PPR777)  なし  Mitochondria (0.74) 
12 Pentatricopeptide repeat domain containing protein (PPR791b ) なし  Mitochondria (0.74) 
13 Pentatricopeptide repeat domain containing protein (PPR791c ) なし  Mitochondria (0.74) 
14 Pentatricopeptide repeat domain containing protein (PPR791a ) なし  Mitochondria (0.74) 
15 K Homology, type 1, subgroup domain containing protein. (Os10t0497500 -01) Os10g0497500 Not predicted  
16 Serine/threonine protein kinase -related domain containing protein. (Os10t0497600 -01);  
Os10g0497600 Elsewhere (0.80) 
 Serine/threonine protein kinase -related domain containing protein. (Os10t0497600 -02) 
17 Similar to Phytochelatin synthetase. (Os10t0497700-01); Similar to COBRA-like protein 4. (Os10t0497700 -02) Os10g0497700 ER (0.99) 
18 Similar to Prolyl 4 -hydroxylase, alpha subunit -like protein. (Os10t0497800-01) Os10g0497800 Elsewhere (0.82) 






































稔性回復個体数は稔実がわずかでも認められた個体を集計した .   
表 15 得られた形質転換個体数と稔性回復個体数  
 
個体数  
ゲノム断片  調査個体数  稔性回復個体数  
Vector 2 0 
PPR332 9 0 
PPR762 23 16 
PPR776 2 0 
PPR777 5 0 
PPR791a 12 0 
PPR791b 7 0 
PPR791c 5 0 
PPR830 16 0 
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することで相補性試験を行った .   
得られた形質転換体の個体数および稔性が回復した個体数を表 15 に示す . 
第 1 節で考察したように ,  RT98A は花粉の形態観察から稔性を評価することが
できないため ,  稔実率の評価のみ行った .  ネガティブコントロールの空ベクタ
ーと PPR332,  および PPR830 ,  PPR791a ,  PPR791b ,  PPR791c ,  PPR777,  PPR776 を
導入した形質転換体は完全不稔であった .  これに対し ,  PPR762 を導入した個体
では ,  得られた形質転換体 23 個体中 16 個体で稔性の回復が確認できた  (図 5A). 
16 個体中 ,  最も稔実率が高かったのは #23 の 9.3%であり ,  最大で 1 穂あたり
15.9%の稔実率を示した  (図 5B). 
これらの結果から ,  稔性回復遺伝子 Rf98 は 762 アミノ酸の PPR タンパク質を






図 5 相補性試験  
(A) PPR762 導入個体の稔実率  (%).  




RT98-CMS の稔性回復遺伝子 Rf98 は PPR タンパク質をコードしていた .  第 1
章で述べたように ,  これまでにクローニングされた稔性回復遺伝子には PPR タ
ンパク質をコードするものが多く ,  イネ BT-CMS の Rf1a および Rf1b ,  HL-CMS
の Rf5 および Rf6 ,  WA-CMS の Rf4 ,  アブラナ Ogura-CMS の Rfo ,  Kosena-CMS の
Rfk1 , ペチュニア CMS の Rf-PPR592 ,  ソルガム CMS-A1 の Rf1 が挙げられる .  こ
れまでの報告から ,  PPR タンパク質には RNA のプロセッシング ,  スプライシン
グ ,  分解 , 翻訳の制御に関与する P タイプと , RNA 編集に関与する PLS タイプ
が報告されている  (Delannoy et al .  2007, Schmitz-Linneweber and Small 2008, 
Manna 2015). PPR762 の機能を予測するために ,  PPR762 のアミノ酸配列から
PPR のタイプを予測した .  候補領域に存在した 8 つの PPR 遺伝子から翻訳され
る PPR タンパク質について TPRpred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/tprpred; 
Karpenahalli et al .  2007) を用いて PPR モチーフを予測したところ ,  これらの
PPR タンパク質は P タイプの PPR タンパク質であり ,  PPR762 は 18 個の PPR モ
チーフを持つことが判明した  (図 6). そのため , PPR762 の機能は RNA のプロセ
ッシング ,  スプライシング ,  分解 ,  翻訳の制御のいずれかであり ,  CMS 遺伝子
の転写後制御または翻訳制御により稔性を回復していると考えられた .  
PPR762 を導入した形質転換体では ,  最大で 15.9%の稔実率を示した  (図 5B). 
しかしながら ,  この稔実率は稔性回復系統 RT98C と比較すると大幅に低下して
いる .  RT98C×T65 の F1  (Rf98rf98) では RT98C (Rf98Rf98) に比べ ,  わずかに稔実
率が低下することが報告されている  (Motomura 2002). 形質転換体の T0 世代で
は Rf はヘテロの状態であると考えられるが , 報告にある稔実率の低下と比較し
ても明らかに低下していると考えられる .  この原因を考察するため ,  マッピン
グで得られた組換え個体 R1~R8 の後代について ,  それぞれの RT98C 由来の領域
がホモである個体を選抜し ,  稔実率を調査したところ ,  R3 および R4 において ,  
RT98C や他の組換え個体と比較して稔実率が低下していることが明らかとなっ
た  (表 13). R3 および R4 が保持する領域には PPR762 が存在することから ,  稔
性回復遺伝子 Rf98 は稔性回復に必須の遺伝子であるが ,  稔性の完全な回復には
それだけでは不十分であり ,  R3 や R4 において T65 に置換された領域には単独





PPR332  ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 0 
PPR762  MARRAASR----AVGALRSDGSIQGRGGRAGGSGAEDARHVFDELLRRGRGASIYGLNRALADVARHSPAAAVSRYNRMARAGAGKVTPTVHTYAILIGC 96  
PPR776  MARRAASR----AVGALRSDGSIQGRGGRAGGSGAEDARHVFDELLRRGRGASIYGLNRALADVARDSPAAAVSRYNRMARAGAGKVTPTVHTYGILIGC 96 
PPR777  MARRAASR----AVGALRSDGSIQGRGGRAGGSGAEDARHVFDELLRRGRGASIYGLNRALADVARDSPAAAVSRYNRMARAGADEVTPDLCTYGILIGC 96  
PPR791a MARRAASR----AVGALRSDGSIQGRGGRAGGSGAEDARHVFDELLRRGRGASIYGLNRALADVARDSPAAAVSRYNRMARAGADEVTPDLCTYGILIGC 96  
PPR791b MARRAASR----AVGALRSDGSIQGRGGRAGGSGAEDARHVFDELLRRGRGASIYGLNRALADVARDSPAAAVSRYNRMTRAGADEVTPDLCTYGILIGC 96  
PPR791c MARRAASR----AVGALRSDGSIQGRGGRAGGSGAEDARHVFDELLRRGRGASIYGLNRALADVARHSPAAAVSRYNRMARAGAGKVTPTVHTYGILIGC 96  
PPR830  MARRAASRVRAGAVGALRSEGSTQGRGGRTGGSGAEDARHVFDELLRRGRGASIYGLNCALADVARHSPAAAVSRYNRMARAGADEVTPNLCTYGILIGS 100  
                                                                                                              
        ——————————————————————————————                                                             _________  
        Mitochondrial targeting sequences                                                                     
                                                                                                       
PPR332  ---------------------------------------------------------------------------------------MADD-GGDCPPDV 12 
PPR762  CCRAGRLDLGFAALGNVIKKGFRVEAITFTPLLKGLCADKRTSDAMDIVLRRMTELGCIPNVFSCTILLKGLCDENRSQEALELLHMMADDRGGGSAPDV 196  
PPR776  CCRAGRLDLGFAALGNVVKKGFRVEAITFTPLLKGLCADKRTSDAMDIVLRRMTELSCMPDVFSCTILLKGLCDENRSQEALELLQMMPDD-GGDCPPNV 195 
PPR777  CCRAGRLDLGFAALGNVIKKGFRVEAITFTPLLKGLCADKRTSDAMDIVLRRMTELGCIPNVFSYNNLLNGLCDENRSQEALEVLHMMADDRGGGSPPDV 196  
PPR791a CCRAGRLDLGFAALGNVVKKGFRVEAITFTPLLKGLCADKRTSDAMDIVLRRTTELGCIPDVFSYNNLLKGLCDENRSQEALELLHMMADDRGGGSPPDV 196 
PPR791b CCRAGRLDLGFAALGNVIKKGFRVEAITFTPLLKGLCADKRTSDAMDIVLRRMTELGCIPNVFSCTILLKGLCDENRSQEALELLHMMADDRGGGSPPDV 196  
PPR791c CCRAGRLDLGFAALGNVVKKGFRVEAITFTPLLKGLCADKRTSDAMDIVLRRMTELSCMPDVFSCTILLKGLCDENRSQEALELLHMMADDRGGGSAPDV 196 
PPR830  CCCAGRLDLGFAALGNVIKKGFRVDAIAFTPLLKGLCADKRTSDAMDIVLRRMTQLGCIPNVFSYNILLKGLCDENRSQEALELLHMMADDRGGGSPPDV 200  
                                                                                               *.** **...*:*  
        __________________________————————————————————————————————————______________________________________  
              PPR-1                              PPR-2                                PPR -3                   
                                                                                                       
PPR332  VSYSTVINGFFKEGDLDKTYSTYNEMLDQRISPNVVTYNSIIAALCKAQTVDKAMEVLTTMVKSGVMPDCMTYNSIVHGFCSSGQPKEAIVFLKKMRSDG 112  
PPR762  VSYTTVINGFFKEGDSDKAYSTYHEMLDRRISPDVVTYSSIIAALCKGQAMDKAMEVLTTMVKNGVMPNCMTYNSILHGYCSSEQPKEAIGFLKKMRSDG 296 
PPR776  VSYTTVINGFFKEGDLDKAYGTYHEMLDRGILPDVVTYNSIIAALCKAQAMDKAMEVLTTMVKNGVMPDCMTYNSILHGYCSSGQPKEAIGFLKKMCSDG 295  
PPR777  VSYTTVIDGFFKEGDLDKAYSTYHEMLDRGILPNVVTYSSIIAALCKAQAMDKAMEVLTTMVKNGVMPDCMTYNSILHGYCSSEQPKEAIGFLKKMRSDG 296  
PPR791a VSYNTVLNGFFKEGDSDKAYSTYHEMLDRGILPDVVTYNSIIAALCKAQTVDKAMEVLATMVKSGVMPDCMTYNSIVHGFCSSGQPKEAIVFLKKMRSDG 296  
PPR791b VSYNTVIDGFFKEGDLDKAYSTYHEMLDRGILPDVVTYSSIIAALCKAQAMDKAMEVLTTMVKNGVMPNCRTYTSILHGYCSSGQPKEAIGFLKKMRSDG 296  
PPR791c VSYTTVINGFFKEGDSDKAYSTYHEMLDRRISPDVVTYSSIIAALCKGQAMDKAMEVLTSMVKNGVMPNCMTYNSILHGYCSSEQPKEAIGFLKKMRSDG 296  
PPR830  VSYTTVIDGFFKEGDLDKAYGTYHEMLDRGILPNVVTYSSIIAALCKAQAMDKAMEVLTSMVKNGVMPNCRTYTSIMHGYCSSGQPKEAIGFLKKMRSDG 300  
        ***.**::******* **:*.**:****: * *:****.********.*::*******::***.****:* **.**:**:*** ****** ***** ***  
        ———————————————————————————————————___________________________________——————————————————————————————  
                       PPR-4                              PPR -5                              PPR-6            
                                                                                                       
PPR332  VEPDVVTYNSLMDYLCKNGRCTEARKIFDSMTKRGLKPDITTYGTLLQGYATKGALVEMHGLLDLMVRNGIHPNHYVFSILVCAYAKQEKVEEAMLVFSK 212  
PPR762  VEPDVVTYNSLMDYLCKNGRSTEARKIFDSMTKRGLEPDIATYCTLLQGYATKGALVEMHALLDLMVRNGIHPDHHVFNILICAYAKQEKVDEAMLVFSK 396  
PPR776  VEPVVVTYNSLMDYLCKNGRCTEARKMFDSMTKRGLEPDIATYCTLLQGYATKGALVEMHGLLDLMVRNGIHPNHYVFSILICAYAKQGKVDQAMLVFSK 395  
PPR777  VEPDVVTYNSLMDYLCKNGRCMEARKIFDSMTKRGLEPDIATYRTLLQGYATKGALVEMHALLDLMVRNGIQPDHHVFNILICAYAKQEKVDQAMLVFSK 396 
PPR791a VEPDVVTYNSLMDYLCKNGRCTEARKIFDSMTKRGLKPEITTYGTLLQGYATKGALVEMHGLLDLMVRNGIHPNHYVFSILIRAYAKQGKVDQAMLVFSK 396  
PPR791b VEPDVVTYNSLMDYLCKNGRCMEARKIFDSMTKRGLKPDITTYGTLLQGYATKGALFDMHALLDLMVRNGIHPDHYVYNILICAYAKQEKVDEAMLVFSK 396 
PPR791c VEPDVVTYNSLMDYLCKNGRSTEARKIFDSMTKRGLEPDIATYCTLLQGYATKGALVEMHALLDLMVRNGIHPNHYVFSILVCAYAKQEKVEEAMLVFSK 396  
PPR830  VEPDVVTYNSLMDYLCKNGRCTEARKIFDSMTKRGLKPEITTYGTLLQGYATKGALVEMHGLLDLMVRNGIHPNHYVFSILICAYAKQGKVDQAMLVFSK 400  
        *** ****************. ****:*********:*:*:** ************.:**.**********:*:*:*:.**: ***** **::*******  
        —————___________________________________———————————————————————————————————_________________________  
                            PPR-7                              PPR-8                              PPR-9       
                                                                                                       
PPR332  MRQQGLNPNAVTYGTVIDVLCKSGRVEDAMLYFEQMIDEGLRPDSIVYNSLIHSLCIFDKWEKAEELFLEMLDRGICLSTIFFNSIIDSHCKEGRVIESV 312 
PPR762  MRQHGLNPNVVTYGAVIGILCKSGSVDDAMLYFEQMIDEGLTPNIIVYTSLIHSLCIFDKWDKAEELILEMLDRGICLNTIFFNSIIHSHCKEGRVIESE 496  
PPR776  MRQQGLNPNAVTYGAVIGILCKSGRVEDAMLYFEQMIDEGLSPNIIVYTSLIHGLCTYDKWEKAEELFFKMLDSGICPNTVFFSSIISNLCKEGRVIESE 495  
PPR777  MRQHGLNMNVVTYGTVIDVLCKSGSVDDAMLYFEQMIDEGLTPNIIVYTSLIHGLCTYDKWEKAEELFFKMLDSGICPNTVFFSSIISNLCKEGRVIESE 496  
PPR791a MRQQGLNPNAVTYGAVIGILCKSGRVEDAMLYFEQMIDEGLRPGNIVYNSLIHSLCIFDKWDKAEELFLEMLDRGICLDTIFFNSIIDSHCKEGRVIESE 496  
PPR791b MRQQGLNPDTVTYGTVIDVLCKSGRVEDAMRYFEQMIDERLSPGNIVYNSLIHSLCIFDKWDKAKELILEMLDRGICLDTIFFNSIIDSHCKEGRVIESE 496  
PPR791c MRQQGLNPNAVTYGAVIGILCKSGRVEDAMLYFEQMIDEGLSPNIIVYTSLIHSLCIFDKWDKAEELILEMLDRGICLNTIFFNSIIDSHCKEGRVIESE 496  
PPR830  MRQQGLNPNAVTYGAVIGILCKSGRVEDAMLYFEQMIDEGLSPGNIVYNSLIHGLCTCNKWERAEELILEMLDRGICLNTIFFNSIIDSHCKEGRVIESE 500 
        ***:*** :.****:**.:***** *:*** ******** * *. ***.****.**  :**::*:**:::*** *** .*:**.*** . *********   
        __________———————————————————————————————————___________________________________ ————————————————————  
                                 PPR-10                             PPR-11                            PPR-12  
                                                                                                       
PPR332  KLFDLMVRIGVKPDIITLGR-------------------------------------------------------------------------------- 332 
PPR762  KLFDLMVRIGVKPNVITYSTLIDGYCLAGKMDEATKLLSSMFSVGMKPDC-----------------------------------VTYNTLINGYCRVSR 561 
PPR776  KLFDLMVRIGVKPNVITYNTLIDGCCLAGKMDEAMKLLSGMVSVGMKPDC-----------------------------------VTYNTLINGYCKISR 560 
PPR777  KLFDLMVRIGVKPNVITYNTLIDGCCLAGKMDEATKLLASMVSVGVKPDI-----------------------------------VTYGTLINGYCRVSR 561 
PPR791a KLFDLMVRIGVKPDIITYSTLIDGYCLAGKMDEAMKLLSGMVSVGLKPDC-----------------------------------VTYNTLINGYCKISR 561 
PPR791b KLFDLMVRIGVKPNVITYNTLIDGCCLAGKMDEATKLLASMFSVGMKPDC-----------------------------------VTYNTLINGYCKISR 561 
PPR791c KLFDLMVRIGVKPDIITYSTLIDGYCLAGKMDEAMKLLSGMVSVGLKPNT-----------------------------------VTYSTLINGYCKISR 561 
PPR830  KLFDLMVRIGVKPDIITYSTLIDGCCLAGKMDEATKLLASMVSVGMKPDCVTYNTLINGYCKISRMEDAMKLLSGMVSVGLKPNTVTYSTLINGYCKISR 600  
        *************::** .                                                                                   
        ———————————————___________________________________———————————————————————————————————_______________  
                                      PPR-13                            PPR-14a                               
                                                                                                       
PPR332  ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 332 
PPR762  MDDALALFKEMVSSGVSPNIITYNIILQGLFHTRRTAAAKELYVGITKSGTQLELSTYNIILHGLCKNNLTDEALRMFQNLCLTDLQLETRTFNIMIGAL 661  
PPR776  MEDALALFKEMVSSGVSPDIITYNIILQGLFQTRRTAAAKELYVSITKSGTQLELSTYNIILHGLCKNNLTDEALRMFQNLCLTDLQLETRTFNIMIGAL 660  
PPR777  MDDALALFKEMVSSGVSPNIITYNIILQGLFHTRRTAAAKELYVSITKSGTQLELSTYNIILHGLCKNNLTDEALRMFQNLCLTDLQLETRTFNIMIGAL 661  
PPR791a MEDALVLFKEMESSGVSPDIITYNIILQGLFQTRRTAAAKELYVRITESGTQIELSTYNIILHGLCKNKLTDDALRMFQNLCLMDLKLEARTFNIMIDAL 661  
PPR791b MEDALVLFREMESSGVSPDIITYNIILQGLFQTRRTAAAKELYVGITKSGTQLELSTYNIILHGLCKNKLTDDALRMFQNLCLMDLKLEARTFNIMIDAL 661  
PPR791c MEDALVLFREMESSGVSPDIITYNIILQGLFQTRRTAAAKELYVGITKSGTQLELSTYNIILHGLCKNKLTDDALRMFQNLCLMDLKLEARTFNIMIDAL 661 
PPR830  MEDALVLFKEMESSGVSPDIITYNIILQGLFQTRRTAAAKELYVRITESGMQLELWTYNIILHGLCKNNLTDEALRMFQNLCLTDLQLETRTFNIMIGAL 700  
                                                                                                              
        ____________________———————————————————————————————————___________________________________——————————  
        PPR-14b                            PPR-15                             PPR-16                          
                                                                                                       
PPR332  ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 332 
PPR762  LKVGRNDEAKDLFAALSANGLVPDVRTYSLMAENLIEQGLLEELDDLFLSMEENGCTANSRMLNSIVRKLLQRGDITRAGTYLSMIDEKHFSLEASTASL 761 
PPR776  LKCGRMDEAKDLFAAHSANGLVPDVWTYSLMAENLIEQGSLEELDDLFLSMEENGCSADSRMLNSIVRKLLQRGDITRAGTYLFMIDEKHFSLEASTASF 760  
PPR777  LKCGRMDEAKDLFAAHSANGLVPDVWTYSLMAENLIEQGSLEELDDLFLSMEENGCSADSRMLNSIVRKLLQRGDITRAGTYLFMIDEKHFSLEASTASF 761 
PPR791a LKVGRNDEAKDLFVAFSSNGLVPNYWTYRLMAENIIGQGLLEELDQLFLSMEDNGCTVDSGMLNFIVRELLQRGEITRAGTYLSMIDEKHFSLEASTASL 761  
PPR791b LKVGRNDEAKDLFVAFSSNGLVPNYWTYRLMAENIIGQGLLEELDQLFLSMEDNGCTVDSGMLNFIVRELLQRGEITRAGTYLSMIDEKHFSLEASTASL 761  
PPR791c LKVGRNDEAKDLFVAFSSNGLVPNYWTYRLMAENIIGQGLLEELDQLFLSMEDNGCTVDSGMLNFIVRELLQRGEITRAGTYLSMIDEKHFSLEASTASL 761  
PPR830  LKCGRMDEAKDLFAALSANGLVPDVRTYSLMAENLIEQGLLEELDDLFLSMEENGCTANSRMLNSIVRKLLQRGDITRAGTYLFMIDEKHFSLEASTASL 800  
                                                                                                              
        —————————————————————————___________________________________                                          
             PPR-17                             PPR-18                                                        
                                                                                                       
PPR332  ------------------------------ 332 
PPR762  L----------------------------- 762 
PPR776  LLESSP-IVWEQISRIS------------- 776 
PPR777  LLESSP-IVWEQISRIS------------- 777 
PPR791a FIDLLSGGKYQEYYRFLPEKYKSFIESLSC 791 
PPR791b FIDLLSGGKYQEYHRFLPEKYKSFIESLSC 791 
PPR791c FIDLLSGGKYQEYHRFLPEKYKSFIESLSC 791 
PPR830  FLDLLSGGKYQEYHRFLPEKYKSFIESLSC 830  
 





ら ,  稔性回復補助遺伝子はマーカーSSRH10081 と SSRH10027 の間 ,  日本晴ゲノ
ム相当で 316 kb の領域に存在することがわかった .  
稔性回復補助遺伝子の機能については 2 つの機構が考えられる .  (ⅰ) 補助遺伝
子および稔性回復遺伝子 Rf98 から翻訳されるタンパク質が相互作用し ,  CMS 遺
伝子に対する作用力を強化する機能補助型の稔性回復機構 ,  (ⅱ) RT98-CMS の
CMS 遺伝子が複数存在し ,  Rf98 が制御する CMS 遺伝子は完全不稔遺伝子 ,  稔性
回復補助遺伝子が制御する CMS 遺伝子は部分不稔遺伝子であるとする複数原
因遺伝子制御型の稔性回復機構である .   
(ⅰ) の機能補助型の場合 ,  稔性回復遺伝子と稔性回復補助遺伝子それぞれか
ら翻訳されるタンパク質同士が相互作用することが考えられる . 相互作用しな
い場合は補助遺伝子のみでも機能すると考えられるため , マッピングの結果と
矛盾する .  稔性回復複合体  (restoration of fertility complex: RFC) の例として , 
イネ HL-CMS の Rf5 と GRP162 および Rf6 と OsHXK6 が挙げられる . HL-CMS の
稔性回復遺伝子 Rf5 は P タイプの PPR タンパク質をコードしており ,  CMS 遺伝
子 orfH79 のプロセッシングに関与する .  しかしながら ,  RF5 単独では orfH79  
mRNA に対する結合能力を持たず ,  代わりにグリシンリッチタンパク質をコー
ドする GRP162 が orfH79  mRNA への結合および RF5 との相互作用の働きを持
つ  (Hu et al . 2012). また , Rf6 も P タイプの PPR タンパク質をコードしているが ,  
こちらも単独では orfH79  mRNA には結合せず ,  さらに GRP162 とも相互作用し
ない  (Huang et al.  2015). 代わりに RF6 はヘキソキナーゼ OsHXK6 との相互作
用が示されており ,  OsHXK6 を RNAi によりノックダウンすると orfH79  mRNA
のプロセッシング効率が低下する .  そのため ,  OsHXK6 は mRNA のプロセッシ
ングを行う因子を RF6 に誘導しているのではないかと考えられる . よって ,  こ
れらのモデルを本実験に当てはめた場合は RF98 のターゲット配列に対する結
合能力が低いこと ,  もしくは mRNA のプロセッシング因子をうまく RF98 に誘
導できないことが稔実率の低下の原因であり , 稔性回復補助遺伝子にコードさ
れるタンパク質はターゲット配列への結合を強化するもの , もしくはプロセッ
シング因子を RF98 に誘導する役割を持っていると考えられる .   
(ⅱ) の複数原因遺伝子制御型の場合 ,  RT98-CMS のミトコンドリアには完全不
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稔を引き起こす CMS 遺伝子の他に ,  雄性不稔発現の効果が弱い CMS 遺伝子が
存在する可能性がある . 稔性回復遺伝子 Rf98 は CMS 遺伝子のひとつを完全に
制御し ,  稔性回復補助因子は雄性不稔効果が弱いもう一方の CMS 遺伝子を制
御していると考えられる .  第 1 章で述べたように ,  CMS 遺伝子を選抜するため
には稔性回復遺伝子を同定することが望ましい . これまでに複数の稔性回復遺
伝子が同定された CMS 系統の組み合わせは , BT-CMS の Rf1a と Rf1b 及び Rf2 
(Wang et al .  2006, Kazama et al .  2008, Kazama et al .  2016), HL-CMS の Rf5 と Rf6 
(Hu et al .  2012, Huang et al .  2015) が報告されているが ,  これらの稔性回復遺伝
子はそれぞれ単一の CMS 遺伝子 orf79 と orfH79 に関与する .  これまでに複数の
CMS 遺伝子の関与が報告された例は無いが , 可能性を否定することもできない .  
そのため ,  今後稔性回復補助遺伝子を同定した場合 ,  対象とする CMS 遺伝子を
決定する場合は複数の CMS 遺伝子が関与する可能性について考慮する必要が
ある .   
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第 3 章 RT98-CMS の CMS 遺伝子候補の探索  
第 1 章で示したように , 従来 CMS 遺伝子決定のためには ,  サザンブロット分
析や全ゲノム配列の決定によって CMS 細胞質に特異的に存在する遺伝子の探
索が行われてきた . 本研究では次世代シークエンサーによるミトコンドリアゲ
ノムの決定から CMS 遺伝子の候補となる orf を探索する方針を採用した .  第 1
節では RT98 型ミトコンドリアのゲノムシークエンスの決定から orf の選抜を行
い ,  配列的特徴から CMS 遺伝子の候補について考察を行った .  第 2 節では選抜
した orf について RNA レベルの解析を行い , 転写後制御の可能性について考察
した .  第 3 節では転写後制御が行われている可能性が見出された orf113 につい
て ,  大腸菌で発現させた時の挙動を調査するとともに ,  ORF113 タンパク質蓄積
の検出を試みた .   
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第 1 節 RT98 型ミトコンドリアのゲノムシークエンス解析  
方法  
ミトコンドリア精製および DNA 抽出  
イネ種子からのカルスの誘導には N6CI 培地を用いた  (Yokoi et al .  1997). カ
ルスからのミトコンドリア精製は Tanaka らの方法に従った  (Tanaka et al .  2004). 
DNA は DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) を使用し ,  キットに付属するプロトコル
に従って抽出した .  
 
シークエンス解析  
ミトコンドリアゲノム配列は Roche の次世代シークエンサーGS-FLX システ
ムを用いて解読した .  得られたシークエンスデータは GS De Novo Assembler 
version 2.3 でアッセンブルを行った .  核ゲノムのコンタミネーションを取り除
いた後 , Bentolila らの方法に従い , 日本晴のミトコンドリアゲノム  (DDBJ 
accession No. BA000029; Notsu et al .  2002) を参照配列にして配列を調整した  
(Bentolila and Stefanov 2012). 得られたコンティグは Fujii らの方法に従い連結
し ,  PCR による連結部の確認を行った  (Fujii  et al .  2010). 繋がらないギャップ
に関しては CEQ8000 シークエンサー  (Beckman Coulter) を用いて塩基配列を解







シークエンス解析の結果 , RT98 型ミトコンドリアゲノムを 525,913 bp の単一
環状配列として決定し , 塩基配列を DDBJ に登録した  (accession No. AP012527).  
次に ,  決定したゲノム配列から orf を予測し ,  CMS 遺伝子の候補とした .  これま
でに報告された CMS 遺伝子がコードするタンパク質の大きさを参考に ,  70 アミ
ノ酸以上のタンパク質をコードするものが CMS 遺伝子として妥当と考え ,  一
段回目の選抜を行った . その結果 ,  645 個の orf を選抜することができた .  次に ,  
二段階目の選抜として , orf の配列を日本晴のミトコンドリアゲノムと比較し ,  
RT98 ミトコンドリアに特異的な orf を選抜した結果 ,  27 個の orf を選抜するこ
とができた  (表 16). 見出した orf はコードするアミノ酸の数に基いて命名し , 
BLAST 検索によって既知のゲノム配列との相同性を調査した .  これらには既知
の核ゲノム配列との相同性を示すものや ,  他の CMS 細胞質が持つ既知のミト
コンドリアゲノム配列との相同性を示すものが存在することがわかった . さら
に候補を絞り込むための三段階目の選抜として ,  これまで見出された CMS 遺
伝子の特徴である , 既知のミトコンドリア塩基配列とのキメラ構造を持つこと , 
膜貫通領域をコードするものを選抜した .  膜貫通領域は TMHMM server v.2.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/; Krogh et al . 2001) を用いて予測した .  
最終的に orf340 ,  orf276,  orf210 ,  orf174,  orf113,  orf83a を CMS 遺伝子の候補とし
て選抜した .  
orf340,  orf276 ,  orf174 ,  orf113 ,  orf8a のコードするタンパク質は膜貫通領域を
保持することが予測された .  また ,  orf276 ,  orf210 ,  orf113 は既知のミトコンドリ
ア遺伝子と相同性を示す配列を保持するキメラ構造をとっていたため , コード
領域の周辺についても相同性を見ることで , どのような構造となっているか詳
しく調査した .  orf276 のコード領域は日本晴の orf224 ,  orf288 と高い相同性を示
し ,  さらにイネ WA-CMS の CMS 遺伝子 WA352 との相同性も示した  (図 7A). 上
流側には rpl5 の上流領域と相同性を示す配列と ,  atp6 の下流領域と相同性を示
す配列が存在した .  下流には atp9 の下流領域との相同性を示す配列が存在した .  
orf210 には日本晴の orf224 に加え ,  イネ CW-CMS の CW-orf307 との相同性が示
された  (図 7B). 実際には orf224 の周辺配列が分割するように相同性を示す領
域が配置しており ,  また上流領域には atp8 との相同性を示す配列が存在し ,  下
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流には nad4 のエキソン 4 の上流領域との相同性を示す配列が存在していた .  
CW-orf307 との相同性を示す領域は orf224 と相同性を示す領域と重複していた .  
orf113 には nad9 との相同性が示された  (図 7C). また ,  orf113 は下流に atp4 と
cox3 が存在してることが明らかになった .  
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表 16 RT98 ミトコンドリアに特異的な orf  
ゲノム上の位置 * 名称  膜貫通領域数  
既知のミトコンドリア  
ゲノム配列とのキメラ構造  
相同性を示す領域  相同性  (%) 
相同性を示す既知の既知の核ゲノム配列  
またはミトコンドリアゲノム配列  
4679:5701 forward  orf340 1 なし  なし  なし  なし  
112764:113594 reverse  orf276 2 あり  275~831 96 NP (orf224+orf288 )  
250266:250898 forward  orf210 0 あり  327~569 95 NP (orf224+CW-orf307 )  
405194:405718 forward  orf174 1 なし  317~522 99 chr 6  
408933:409418 reverse  orf161 0 なし  1~388 100 NP, PA64S, 93-11(tRNA-Cys) 
101409:101840 reverse  orf143 0 なし  1~97 100 chr 2  
169876:170262 forward  orf128 0 なし  1~387 100 LD-CMS, CW-CMS 
262401:262763 forward  orf120 0 なし  1~363 100 chr 1  
401879:402238 forward  orf119 0 なし  78~360 100 chr 12 
6225:6581 forward  orf118 0 なし  なし  なし  なし  
108543:108890 reverse  orf115 0 なし  1~348 100 LD-CMS 
264626:264967 forward  orf113 1 あり  -150~19 98 nad9 
103009:103335 forward  orf108 0 なし  141~241 100 chr 12 
403137:403457forward  orf106 0 なし  1~321 100 chr 12 
3678:3968 forward  orf96 0 なし  229~265 94 Boea Mt 
403788:404063 forward  orf91 0 なし  1~276 100 chr 12 
171266:171532 reverse  orf88 0 なし  1~257 100 LD-CMS, CW-CMS, NP chr 12  
401898:402158 reverse  orf86 0 なし  1~208 100 chr 12 
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表 16 続き        
ゲノム上の位置 *  名称  膜貫通領域数  既知のミトコンドリア  
ゲノム配列とのキメラ構造  
相同性を示す領域  相同性  (%)  相同性を示す既知の既知の核ゲノム配列  
またはミトコンドリアゲノム配列  
5885:6136 reverse  orf83a 1 なし  139~252 92 Sorghum Mt 
170584:170835 reverse orf83b 0 なし  1~252 100 LD-CMS, CW-CMS, NP chr 12  
9132:9371 reverse  orf79 0 なし  なし  なし  なし  
408544:408780 reverse  orf78a 0 なし  1~233 100 chr 12 
8414:8650 reverse  orf78b 0 なし  なし  なし  なし  
113040:113270 forward  orf76 0 なし  1~231 96 LD-CMS, NP, 93-11, PA64S 
405130:405348 forward  orf72 0 なし  148~208 100 chr 11 
264164:264379 reverse  orf71 0 なし  1~216 100 chr 1  
262457:262669 reverse  orf70 0 なし  1~213 100 chr 1  










件で 6 つの orf を選抜した .  これらの orf は ,  RT98 ミトコンドリアが持つ orf の
うちでは CMS 遺伝子の最有力候補であると考えられる .   
この 6 つの orf のうち ,  既知の CMS 遺伝子との相同性が示されたのは orf276
と orf210 である .  orf210 との相同性を示す配列を持つ CW-orf307 は , CW-CMS に
おいて特異的に存在するキメラ遺伝子として見出された  (Fujii et al .  2010). 
CW-orf307 の mRNA は CMS 系統と稔性回復系統の間で蓄積パターンに違いが
無く ,  CW-ORF307 の蓄積は報告されておらず , 稔性回復遺伝子 Rf17 の機能も不
明である .  そのため ,  CMS 遺伝子としての特徴は配列の特異性と CW-orf307 が
転写されていることのみであり ,  CW-CMS の CCG として機能するかは不明であ
る . orf276 との相同性を示す WA352 については ,  WA352 と COX11 の相互作用が
示されている  (Luo et al . 2013). COX11 と相互作用を示す領域は orf276 との相
同性が示される領域を含んでいたため ,  ORF276 と COX11 が相互作用する可能
性が考えられる .  orf276 は RT102-CMS の CMS 遺伝子である orf352 とも同様に
相同性を示した .  しかしながら ,  orf352 については RT102-CMS の稔性回復遺伝
子がクローニングされておらず ,  ORF352 の蓄積も確認されていない .   
以上のことから ,  見出した orf の配列的特徴からは orf276 から翻訳される
ORF276 が COX11 と相互作用する可能性が示唆されるのみであった .  しかしな
がら ,  塩基配列や周辺の構造が BT-CMS や LD-CMS, HL-CMS のように酷似して
いるとは言えないため , この特徴のみで orf276 を CMS 遺伝子の最有力候補と
判断することはできないと考えられる .  そのため ,  これら 6 つの orf についての
解析を行った .   
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第 2 節 RT98A と RT98C におけるミトコンドリア転写産物の比較  
方法  
RT-PCR 
RNA の抽出は RNAiso (TAKARA BIO INC.) を用いて行い ,  キットに付属する
プロトコルに従った .  抽出した RNA は DNaseⅠ  (TAKARA BIO INC.) で処理し ,  
逆転写反応には Rever Tra Ace (TOYOBO) を使用し , プライマーは Random 
primers (TAKARA BIO INC.) を使用し ,  それぞれキットに付属するプロトコル
に従った .  使用したプライマーは補足資料 3 に記載した .  
 
ノーザンブロット分析  
RNA はカルスから精製したミトコンドリア画分から RNAiso を用いて抽出し
た .  DNA プローブ作成に使用したプライマーは補足資料 3 に記載した .  電気泳
動には RNA を 3 μg 使用した .  電気泳動 ,  ハイブリダイゼーション , 洗浄 ,  検出
は Roche 社の DIG アプリケーションマニュアルに従った .  
 
circularized RNA RT-PCR (CR-RT-PCR) 
3 細胞期の花粉を含む葯から抽出した RNA を T4 RNA Ligase (TAKARA BIO 
INC.) を用いて , キットに付属するプロトコルに従い環状化した . 逆転写反応
は SuperScriptⅢ  (invitrogen) を用いて行い ,  使用した逆転写用プライマーと
PCR プライマーについては補足資料 4 に記載した .  得られた PCR 増幅産物は
pGEM®-T Easy Vector Systems を使用してクローニングし ,  CEQ8000 シークエン







分析を行った .  検出には第 1 節で選抜した 6 つの orf それぞれに特異的な DNA
プローブを作成して使用した .  その結果 ,  orf340 ,  orf176,  orf83a に特異的なプロ
ーブを用いた場合は ,  明確な蓄積を検出できなかった  (図 8). orf276,  orf210 に
特異的なプローブを用いた場合は ,  RT98A と RT98C で mRNA の蓄積パターンに
違いは見られなかった . orf113 に特異的なプローブを用いた場合には , RT98A と
RT98C で mRNA の蓄積パターンに違いが検出された  (図 8).  
異なる蓄積パターンを示した orf113 については ,  稔性回復遺伝子のコードす
るタンパク質によって転写後制御を受けていることが予測された . そのため ,  
orf113 を CMS 遺伝子の最有力候補として解析を優先して進めることとした .  
orf113 の下流には atp4 と cox3 が存在していた .  この領域における転写産物の
蓄積パターンを推測するために , 図 9A に示すようにプローブを設計し , 再度
ノーザンブロット分析を行った .  その結果 ,  orf113 プローブで検出できた蓄積
パターンの違いは ,  2.1 kb と 2.2 kb のバンド ,  1.1 kb と 1.2 kb のバンドの 2 種類
であり ,  2.1 kb と 2.2 kb のバンドは orf113 プローブから cox3 プローブの 5 つで
検出でき ,  1.1 kb と 1.2 kb のバンドは orf113 プローブから atp4 プローブの 3 つ
で検出できることがわかった  (図 9B). また , 使用したすべてのプローブで約
2.5 kb のバンドが検出されたことから ,  はじめに 2.5 kb の共転写が起こり ,  成




めるために ,  RT-PCR による発現解析を行った .  3 細胞期の花粉を含む葯から抽
出した RNA をサンプルとして ,  図 10A に示すように設計したプライマーを用
いて RT-PCR を行った結果 ,  RT98A と RT98C の両系統において orf113-atp4-cox3











図 8 CMS 遺伝子候補 orf のノーザンブロット分析  











図 9 orf113-atp4-cox3 領域のノーザンブロット分析  
(A) orf113-atp4-cox3 領域に作製したプローブ  
(B) ノーザンブロット分析  











図 10 orf113-atp4-cox3 の RT-PCR 
(A) orf113-atp4-cox3 領域に作製したプライマー  
(B) RT-PCR 産物の泳動結果  
A: RT98A (rfrf), C: RT98C (RfRf), T: T65 (rfrf)  
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ノーザンブロット分析で検出された orf113 mRNA の蓄積差について ,  それぞ
れの mRNA の 5’および 3’末端を決定することで ,  なにが蓄積パターンの違いに
影響しているのかを調査した .  5’および 3’末端の決定は CR-RT-PCR により調査
した .  図 11A のようにプライマーを設計して CR-RT-PCR を行った結果 ,  RT98A
と RT98C で異なる長さの PCR 増幅産物を得ることができた  (図 11B). これら
の PCR 産物をクローニングし ,  シークエンス解析を行うことにより 5’および 3’
末端を決定した .  その結果 ,  3’末端については , cox3 および atp4 の末端で RT98A
と RT98C で同じ末端が示された  (図 12A). それに対し 5’末端では , RT98A の末
端が RT98C よりも約 50 bp 上流に存在することがわかった  (図 12B). さらに ,  5’
末端は RT98A と RT98C 共に orf113 のコーディング領域内に存在していること










図 11 CR-RT-PCR による末端の決定  
(A) 予測される転写産物の該当する領域とプライマー  
(B) CR-RT-PCR の泳動図  




                                                   + 
         10        20        30        40        50        60 
ATGGATAACCAGTTCATTTCATATGTAGGCGCCGGAATCATTGTTTCGTTTTCCATTTTT 




         + 
      ++ ++                                         + 
      ++ ++                   +                    ･･   ･･ 
   ++++++++     +           ･･+                  + ･･･+･････ 
         70        80        90        100       110       120 
TTCGCTTATAAAGCGGGGTGGGGTCTTAGAGACCATTCCCTCGCATTGAAAAGAGAAATG 




                                   ･ 
+                                  ･         ･ 
         130       140       150       160       170       180 
CTCTCTCAAAAGCTTGAATATAAGCTAAAAATTCTTTTAGAGCAAACTTCAGGTAATGCC 




         190       200       210       220       230       240 
CAATTGCCGGAGGGACTCGCACTCCAGGATATAATTAAAAGTATGGTTTTTTCTGGGGAC 




         250       260       270       280       290       300 
TCTATAGAGGAGCAGATTCTTACATTAAATCTGATCTATCTTGATCTGGTCGCTTATGGG 




         310       320       330       340 
GACGCTAGTCCCTACTTTATATTCATTCTAGAAATTATTTAA 
  D  A  S  P  Y  F  I  F  I  L  E  I  I  * 
 
 
図 12 orf113 コード領域における RT98A/RT98C の 5’末端 .   
(A) orf113 を含む mRNA の転写産物の末端  
(B) orf113 配列と mRNA 5’末端  
+: 5’ end of RT98A, ･: 5’ end of RT98C, *: 終止コドン .  赤字は orf113 と同じ





ノーザンブロット分析の結果 ,  mRNA の蓄積が確認できたのは orf276 , orf210 ,  
orf113 であった .  また ,  orf113 については RT98A と RT98C の間で mRNA の蓄積
パターンに違いが検出された .  この結果から ,  転写後制御が行われている CMS
遺伝子の候補として orf113 が該当することが考えられた .  また ,  orf276 と orf210
は ,  転写後制御が行われていないものの ,  翻訳制御や翻訳後制御が行われてい
る可能性が考えられた .  
orf113  mRNA の蓄積パターンの違いをもたらしているのは ,  5’末端の違いで
あった .  orf113-atp4-cox3 は 2.5 kb の共転写産物が蓄積していたことから ,  はじ
めに 2.5 kb の共転写が行われ ,  その後の成熟過程で RT98C においてプロセッシ
ングが起こることで ,  5’末端が短くなっているのではないかと考えられた . こ
れまでの報告において ,  CMS 遺伝子の mRNA の切断が示されているのは ,  イネ
BT-CMS の B-atp6-orf79 に対する Rf1a , HL-CMS の atp6-orfH79 に対する Rf5 と
Rf6 ,  LD-CMS の L-atp6-orf79 に対する Rf1a ,  WA-CMS の WA352 に対する Rf4 で
ある  (Kazama et al .  2008, Itabashi et al.  2009, Hu et al .  2012, Kazama and 
Toriyama 2014, Huang et al .  2015). これらのクローニングされた稔性回復遺伝
子は全て P タイプの PPR タンパク質をコードしている .  クローニングした Rf98
も P タイプの PPR タンパク質をコードしているため ,  orf113-atp4-cox3 mRNA の
転写後制御に関与している可能性が考えられた .  この可能性については ,  第 4
章で検証を行う .  
orf113  を含む 2 kb と 1 kb の mRNA の 5’末端ははじめに想定したコーディン
グ領域の内部に存在していた  (図 12B). mRNA の切断によって CMS タンパク質
の蓄積に影響するモデルを想定した場合 ,  5’末端よりも下流から翻訳が行われ
ると考えられる .  その場合 ,  orf113 と同じフレームで 74 アミノ酸のペプチドが
翻訳可能ではないかと考えられる .  この可能性については ,  第 3 節のタンパク
質解析において考慮する必要がある .  なお ,  orf113 を含む mRNA は 2.6 kb の長
さの mRNA も存在し  (図 9A), その mRNA からは 113 アミノ酸の ORF113 が翻
訳可能である .  
orf113 から翻訳される 74 アミノ酸のペプチドは ,  膜貫通領域をコードせず ,  




ていた可能性もある . この問題点 ,  本研究で行った orf の選抜方法については
総合考察で検討を行う .  
orf113 が転写後制御を受けている可能性が見出されたこと ,  稔性回復遺伝子
Rf98 が P タイプの PPR タンパク質をコードしていることから ,  orf113 が CMS
遺伝子の最有力候補と考えられた .  そのため ,  第 3 節では orf113 がコードする
タンパク質についての解析を行った .   
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第 3 節 CMS 遺伝子候補 orf113 のタンパク質解析  
方法  
リコンビナントタンパク質の合成  
6×His タグを付加した発現コンストラクトを , TMHMM 解析から推定される
膜貫通領域を参考に設計した .  発現ベクターの構築に使用したプライマーは補
足資料 5 に記載した .  発現ベクター構築には pQE-30 を使用し ,  タンパク質発現
用大腸菌 M15 に導入した .  発現コンストラクトを導入した大腸菌は , 1×LB 液体
培地  (0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) polypeptone, 1% (w/v) NaCl) で培養し , 
IPTG (終濃度 1 mM) で誘導後 ,  16°C で 6 時間培養した .  回収した大腸菌のペレ
ットに対し ,  培養液の 1/20 量の lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 
pH8.0) に懸濁し ,  lysis buffer の 1/50 量のリゾチーム溶液  (10 mg/ml lysozyme in 
20 mM Tris-HCl, pH8.0) を添加して氷上で穏やかに 30 分間撹拌した .  lysis 
buffer の 1/50~1/10 量の 10% (w/v) Triton X-100 を加え ,  4°C で 20 分間撹拌した .  
wash buffer (100 mM NaH2PO4,  10 mM Tris-HCl, 8 M urea, 20 mM imidazole, 
pH8.0) を lysis buffer の 10 倍量加え ,  1 時間以上室温で穏やかに撹拌した .  その
後 , 4°C, 9,000×g で 5 分間遠心分離し ,  上清を回収した .  氷水中で冷やしながら
超音波破砕  (TOMY UD-201, φ3.2, 強度 : 2, Duty: 50, 1 min 程度 ) を溶液の粘性
がなくなるまで行った .  室温 ,  9,000×g で 5 分間遠心分離し ,  上清を回収後 ,  
Ni-NTA Agarose (QIAGEN) を加えて室温で 60~120 分間穏やかに撹拌した .  室
温 , 9,000×g で 1 分間遠心分離し ,  上清を取り除き ,  wash buffer で洗浄した illusta
™ MicroSpin™  Colums (GE Healthcare) に Ni-NTA 液を滴下し ,  wash buffer で洗浄
後 ,  elution buffer (100 mM NaH2PO4 ,  10 mM Tris-HCl, 8 M urea, 300 mM imidazole, 




体培地で培養し ,  OD600=0.5 に調整した .  1 M IPTG を塗布した 1×LB 培地で 37°C,  
一晩培養し ,  大腸菌の増殖を観察した .  また ,  終濃度 1 mM の 1×LB 液体培地で





サンプル 50 μg に対して 50 μL の lysis solution (100 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 
5 mM dithiothreitol (DTT), 1% (w/v) SDS and 0.1% (w/v) Triton X-100, pH 8.0) に
溶かし ,  12,000×g で 15 分間遠心分離し ,  上清を回収した .  回収した上清は
2×loading buffer (100 mM Tris-HCl, 5 mM DTT, 4% (w/v) SDS, 0.01% (w/v) 
bromophenol blue and 30% (w/v) glycerol, pH 6.8) を加えて電気泳動した .  12% 
(w/v) Tris/Tricine SDS-PAGE で電気泳動を行い ,  Immobilon-P (Millipore) にブロ
ッティングした .  一次抗体は anti-isocitrate dehydrogenase (希釈倍率  1:5000; 
Agrisera, http://www.agrisera.com/), anti-RT98_ORF74 (ペプチド抗体 ,  配列 : C+ 
MLSQKLEYKLKI, 希釈倍率  1:5000), anti-His-ORF74 (ポリクローナル抗体 ,  希
釈 倍 率  1:5000) を 使 用 し た .  二 次 抗 体 は anti-mouse IgG (Fc) alkaline 
phosphatase conjugate (希釈倍率  1:5000; Promega, http://www.promega.com/) ま
た は anti-rabbit IgG (Fc) alkaline phosphatase conjugate ( 希 釈 倍 率  1:5000; 
Promega) を用いた .  メンブレンを AP9.5 buffer (100 mM Tris-HCl (pH9.5), 100 
mM NaCl, 5 mM MgCl2) で洗浄後 ,  NBT/BCIP 混合液  (173 mM NBT, 115.3 mM 






ORF113 の TMHMM 解析の結果 ,  大腸菌に対する毒性試験用に設計したタン
パク質の領域およびウェスタンブロット分析に用いた抗体の抗原部位を図 13A
に示した .  
 
ORF113 の大腸菌に対する毒性試験  
膜貫通領域を含む全長 ORF113 を発現誘導すると ,  固形培地および液体培養
における大腸菌の増殖が阻害された  (図 13B, C). 全長 ORF113 を発現誘導しな
い場合 ,  および膜貫通領域を除いた ΔORF113 を誘導した場合は ,  大腸菌は正常




してウェスタンブロット分析を行い ,  ORF113 の検出を試みた .  ORF113 が翻訳
するペプチドは ,  113 アミノ酸の場合は 12.7 kDa, 74 アミノ酸の場合は 8.3 kDa
であると予測される .  ポリクローナル抗体 anti-His-ORF74 は ,  ORF113 が翻訳す
る 74 ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 作 製 し た .  ペ プ チ ド 抗 体
anti-RT98_ORF74 およびポリクローナル抗体 anti-His-ORF74 を用いて検出を行
った結果 ,  予測よりも大きいサイズのバンドが多数検出されたが ,  RT98A と
RT98C の間に蓄積パターンの違いは検出されず ,  また T65 とも違いは検出され
なかった  (図 14). そのため ,  非特異的なバンドが検出されたものと判断され







図 13 ORF113 の大腸菌に対する毒性試験  
(A) ORF113, ΔORF113, ORF113 (74 アミノ酸 ) およびペプチド抗原の該当領域  
(B) 固形培地における毒性試験  






図 14 ORF113 のウェスタンブロット分析  





膜貫通領域を含む ORF113 は大腸菌に対する毒性を示した .  このことから ,  
ORF113 は発現すればミトコンドリアの機能を低下させ ,  雄性不稔を引き起こ
す可能性があると考えられる .  これまでに CMS 遺伝子で大腸菌に対する細胞
毒性が示されたのは ,  BT-CMS の ORF79 (Wang et al .  2006), ヒマワリ CMS-PET1
の ORFH522 (Nakai et al . 1995), アブラナ Ogura-CMS の ORF138 (Duroc et al .  
2005), Hau-CMS の ORF288 (Jing et al . 2011), トウガラシ CMS-Peterson の
ORF507 (Li et al . 2013) などが挙げられる .  ORF79 は ,  C 末端の 5 アミノ酸が毒
性を示すことが報告されている  (Wang et al .  2006). この領域は膜貫通領域では
なく ,  また COX1 との相同性のある配列でもない .  CMS-Peterson の ORF507 は , N
末端が最も細胞毒性を示し ,  また ATP6 との結合も強かった .  一方 ,  ORF138 は
膜貫通領域が毒性に関与することが示されている .  そのため ,  必ずしも膜貫通
領域が毒性に関与するわけではないことがわかる .  ORF113 と同じく膜貫通領
域が毒性に関与すると考えられる Ogura-CMS の ORF138 は ,  pore を形成するタ
イプの雄性不稔機構が考えられており ,  対して ORF79 と相同性の高いイネ




ともできる .   
ウェスタンブロットによる ORF113 タンパク質の検出では ,  RT98A に特異的
なバンドは検出できなかったため ,  ORF113 を検出することができなかった .  第
2 節では orf113 のプロセッシングによる転写後制御の可能性を考察したが ,  そ
の場合は RT98A と RT98C で蓄積パターンが異なることになると考えられる .  そ
のため ,  今回の結果からは証明することができなかった .  抗体によるタンパク
質の検出では ,  抗体の検出能力が低い場合は検出できず ,  新しい抗体での検出
を試みることで検出できるようになることがある  (Kazama et al .  2016). そのた
め ,  必ずしも蓄積していないとは断言することはできない .   
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第 4 章 稔性回復遺伝子 Rf98 と CMS 遺伝子の相互作用  
同定した稔性回復遺伝子 Rf98 と ,  選抜した CMS 遺伝子候補 orf113 の相互作
用について検証を行う . Rf98 は P タイプの PPR タンパク質をコードしており ,  
RNA のプロセッシング ,  スプライシング ,  分解 ,  翻訳の制御に関与することが
予測される .  また ,  orf113 は稔性回復系統ではプロセッシングによる転写後制
御を受けている .  本章では Rf98 のマッピングで得た組換え個体および形質転換
体を用いたノーザンブロット分析により相互作用を検証し ,  orf113 が CMS 遺伝




orf113 のプロセッシングに関与する因子を明らかにするために ,  Rf98 マッピ
ングの過程で得られた組換え個体 R1 から R8 について orf113 のプロセッシング
を調査することにした . はじめに R1 から R8 についてカルスのミトコンドリア
RNA を用いてノーザンブロットを行ったところ ,  orf113  mRNA の蓄積パターン
が RT98A タイプと RT98C タイプが混在し ,  マッピングと矛盾する結果となった  
(補足資料 6A). この理由を明らかにするために ,  使用した個体のジェノタイピ
ングを行った結果 ,  RT98C 由来のゲノムをヘテロで持っている場合に RT98A と
同じバンドパターンを示す可能性が示唆された  (補足資料 6B). これを確かめ
るために ,  RT98C×T65 F1 について orf113 プローブを用いたノーザンブロットを
行った結果 ,  RT98A と同じバンドパターンを示すことがわかった  (図 15A). そ
の後 ,  組換え個体 R1 から R8 について ,  RT98C 由来のゲノムをホモに持つ個体
を選抜し ,  再度ノーザンブロット分析を行った結果 ,  組換え個体 R1 から R8 で
は ,  すべて RT98C と同じ蓄積パターンが検出された  (図 15B).  
次に ,  稔性回復遺伝子 Rf98 として同定した PPR762 を導入した形質転換体の
うち ,  最も稔実率の高かった #18 と#23 に稔った T1 種子から誘導したカルスの
ミトコンドリア RNA をサンプルとしてノーザンブロット分析を行った .  その
結果 ,  PPR762 を導入した個体では ,  RT98A と同じ蓄積パターンが検出された  
(図 16). この結果から ,  PPR762 は orf113 のプロセッシングに関与しないことが




図 15  RT98C×T65 F1 および組換え個体の orf113 ノーザンブロット分析  
(A) RT98C×T65 F1 を用いたノーザンブロット分析  
(B) 組換え個体を用いたノーザンブロット分析  




























図 16 PPR762 導入形質転換体の orf113 ノーザンブロット分析  




第 3 章 ,  第 2 節の CR-RT-PCR の結果から ,  orf113  mRNA の 5’末端は ,  RT98C
よりも RT98A の方が約 50 bp 上流に存在していることが明らかとなった .  図
15A の結果から ,  RT98C×T65 F1 では orf113 の mRNA は RT98A と同じ蓄積パタ
ーンを示した .  このことから ,  T65 由来のゲノムには orf113  mRNA のプロセッシ
ングが起こる位置を約 50 bp 上流に変える働きを持つ遺伝子が存在することが
考えられた .  また図 15B の結果から ,  組換え個体 R1 から R8 のホモ個体では
RT98C と同じ蓄積パターンを示したため ,  orf113 のプロセッシングを制御して
いる遺伝子は ,  T65 の Rf98 候補領域に相当する領域にコードされることがわか
った .  この領域には PPR 遺伝子がコードされていることが予測されるが ,  日本
晴と T65 で同一の PPR 遺伝子が保存されているとは限らない .  また DDBJ 
Sequence Read Archive (http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/index.html ) などに登録され
ている T65 の次世代シークエンスのデータから ,  繰り返し配列を持つ PPR 遺伝
子の配列を解読することは難しい .  そのため , T65 のこの領域にコードされる
遺伝子を推定することができず ,  orf113  mRNA のプロセッシングに関与する遺
伝子は不明である .  
第 2 章では同定した稔性回復遺伝子 Rf98 は稔性回復作用が弱く ,  その理由は
稔性回復補助遺伝子が欠損していることであると考察した . また稔性回復遺伝
子 Rf98 の相補性試験で , PPR762 導入個体は組換え個体 R3 や R4 に相当する稔
実率を示したため ,  Rf98 候補領域において稔性に関与する遺伝子は PPR762 の
みであると考察した .   
PPR762 を導入した形質転換体は ,  T65 にコードされる orf113  mRNA のプロセ
ッシングに関与する遺伝子をホモで保持していると考えられる . 図 16 では ,  
PPR762 を導入した形質転換体において orf113  mRNA のプロセッシングが起き
ていないことが確認された .  これらの結果から ,  PPR762 が orf113  mRNA のプロ
セッシングに関与しないこと ,  および orf113  mRNA のプロセッシングの有無が
稔性に関与しないことが裏付けられた .  
本研究では ,  第 2 章で稔性回復遺伝子を同定している .  興味深いことに ,  マ




していることが明らかとなった . この領域に存在する遺伝子は不明であるが ,  
日本晴の Rf98 候補領域には ,  機能が欠損したと考えられる PPR 遺伝子として ,  
PPR267 (Os10g0497432) および  PPR402  (Os10g0497366) が存在している .  PPR
遺伝子は進化の過程でゲノムの重複により拡大し , 機能の獲得や欠損が起こっ
たと考えられており ,  特に Rf 様 PPR (Rf like PPR) 遺伝子クラスターはイネに
おいては第 10 染色体に存在する  (Geddy and Brown 2007, O'Toole et al . 2008). 
そのため ,  今回の結果からは ,  T65 のこの領域にコードされる PPR タンパク質
が ,  偶然 orf113  mRNA のプロセッシングに関与するものであったため ,  この遺
伝子による作用は CMS とは無関係であったという可能性が考えられる .   
orf113 のプロセッシングには PPR762 が作用しないこと ,  またプロセッシン
グ自体も稔性とは関係しないことが明らかとなったことから ,  RT98-CMS の
CMS 遺伝子として orf113 が最有力候補とは考えられなくなった .  しかし ,  
orf113 を含む 2.7 kb の mRNA からは orf113 の翻訳が可能であり ,  稔性回復遺伝
子または稔性回復補助遺伝子により ORF113 の蓄積の有無が変化する可能性も
ある .  このことから ,  RT98-CMS の CMS 遺伝子の候補は orf276 ,  orf210,  orf113
の 3 つであり ,  これらについては翻訳制御または翻訳後制御を受けている可能
性が考えられる .  これらの候補から CMS 遺伝子を見出すためには , それぞれの
遺伝子から翻訳されるタンパク質を検出する必要があるため ,  今後 ,  力価の高





本研究では ,  RT98-CMS の稔性回復遺伝子 Rf98 を PPR762 と同定し , その実体
が P タイプの PPR タンパク質をコードしていることを明らかにした .  また ,  
PPR762 は弱い稔性回復作用を持ち ,  稔性の完全な回復には稔性回復補助遺伝
子の存在が必要であることを示した .  また CMS 遺伝子について ,  RT98 細胞質が
持つミトコンドリアゲノムの配列を決定し ,  その中から 3 つの orf  (orf276 ,  
orf210,  orf113) を CMS 遺伝子の有力な候補として見出した .  さらに ,  orf113 は
T65 が第 10 染色体の Rf98 座乗領域近傍に持つ遺伝子のコードするタンパク質
によりプロセッシングの阻害を受けること , そのプロセッシングは雄性不稔と
は無関係であることを明らかにした .  これらの結果から ,  RT98-CMS の稔性回
復機構および雄性不稔機構について考察する .  
Rf98 は P タイプの PPR タンパク質をコードしているため ,  その機能は RNA
のプロセッシング ,  スプライシング ,  分解 ,  翻訳の制御であると考えられる .  
CMS 遺伝子の候補とした 3 つの orf のうち ,  orf113 の mRNA は RT98A と RT98C
で蓄積パターンに違いがあったが ,  RT98A と PPR762 を導入した形質転換個体
では蓄積パターンに違いが無かった .  また ,  orf276 と orf210 の mRNA の蓄積パ
ターンに違いは無かった .  そのため ,  これら 3 つの orf に CMS 遺伝子が存在す
る場合 ,  PPR762 が持つ稔性回復機構は翻訳制御であると考えられる .  
CMS 遺伝子として見出した 3 つの orf は ,  それぞれが既知のミトコンドリア
遺伝子とのキメラ構造をとっていた  (図 17). このうち ,  orf113 については大腸
菌に対する毒性を持つことが明らかとなった . 膜貫通領域を保持していないと
毒性を持たないため ,  ORF113 はミトコンドリア膜に蓄積して pore の形成によ
る雄性不稔機構を持つことが考えられた .  orf276 はイネ WA-CMS の CMS 遺伝子
WA352 から翻訳される WA352 が COX11 と相互作用することが示された配列と
相同性の高い配列を保持している .  そのため , ORF276 は WA352 と同じく
COX11 と相互作用し ,  呼吸鎖複合体に結合するタイプの雄性不稔機構を持ちう
ると考えられる .  orf210 は CW-CMS の CMS 遺伝子 CW-orf307 と相同性の高い配
列を保持する .  しかしながら ,  CW-orf307 による雄性不稔機構は明らかとなって
いない .  膜貫通領域をコードしないため ,  ミトコンドリア膜に蓄積して単体で





図 17 ORF276, ORF210, ORF113 のキメラ構造   
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を阻害する可能性があると考えられる .  
本研究では ,  これまでの CMS 研究における問題点を見出すことができた .  ま
ず ,  CMS 細胞質が保持するミトコンドリアに特異的な orf の転写後制御に関与
する遺伝子が ,  維持系統にコードされる可能性を見出した .  RT98-CMS の orf113
の場合は ,  維持系統である T65 由来の因子による転写後制御が雄性不稔に影響
しないことが ,  稔性回復遺伝子として同定した PPR762 を導入して稔性が回復
した形質転換個体を用いたノーザンブロット分析により証明することができた .  
この結果は ,  転写後制御を受けている orf には稔性回復遺伝子とは関係のない
ものが存在することを示す .  その可能性を見抜くために ,  CMS 遺伝子の mRNA
蓄積パターンを調査する場合には ,  CMS 系統 ,  稔性回復系統 ,  F1 系統を同時に比
較し , 制御因子が母本または父本のどちらにコードされているのかを示すべき
である .   
次に , 稔性回復遺伝子の近傍に稔性回復補助遺伝子が存在する可能性を見出
したことが挙げられる .  RT98-CMS については ,  従来の交配実験では単一座の
遺伝子による制御だと考えられていたが ,  実際には 2 つ以上の遺伝子が関与し
ていることを明らかにすることができた .  本研究におけるマッピングでは ,  想
定した Rf98 についてヘテロの系統の自殖後代から組換え個体を選抜すること
でマッピングを行った .  しかしながら ,  この戦略では雄性不稔を制御する遺伝
子が近い領域に複数存在する場合 , 組換えが起きた花粉が後代に遺伝しにくい
ために ,  候補領域が狭まりにくい現象が起こることが考えられる .  これを回避
するためには , 雄性不稔に関与する遺伝子の遺伝に影響の無い母親側で組換え
が起きた個体からも組換え個体を選抜し , その個体の自殖後代または維持系統
を交配した後代について ,  稔実率を調査するという戦略が考えられる .  もしく
は ,  CMS 遺伝子を持たない T65 において ,  RT98C の染色体断片置換系統群  
(chromosome segment substitution lines: CSSL) を育成し ,  RT98A に交雑した後代
で稔実率を調査する戦略が考えられる .  
最後に ,  今後 RT98-CMS の稔性回復機構と雄性不稔機構の全貌解明ための方
針を考察する .  最優先するべきは稔性回復補助遺伝子の同定である .  本研究で




ば CMS 遺伝子を完全に制御することができない可能性と ,  複数の CMS 遺伝子
が存在しており , 稔性回復遺伝子と稔性回復補助遺伝子それぞれが制御してい
る可能性が考えられる . 前者の場合 ,  イネ HL-CMS の RF5 と GRP162 または RF6
と OsHXK6 のように RF98 と相互作用する因子をスクリーニングすることで見
出すことができると考えられる .  しかしながら ,  後者であった場合は稔性回復
補助遺伝子にコードされるタンパク質は RF98 と相互作用しないと考えられる
ため ,  この戦略では見出すことができない .  そのため ,  マッピングによって稔
性回復補助遺伝子の候補領域を狭める必要がある . しかしながら稔性回復遺伝
子と稔性回復補助遺伝子の間で組換えが起きた染色体は CMS 細胞質では稔性
の低下をもたらすため , 前述したように T65 細胞質を持つ RT98C の CSSL を育
成する戦略をとる必要がある .   
CMS 遺伝子の候補となる orf は現時点で 3 つに絞られている .  まずはこれら
の orf から翻訳されるタンパク質を検出できる抗体を作製する必要がある .  そ
の際 ,  翻訳後制御による稔性回復機構の可能性を考慮し ,  通常細胞質を持つ
T65 と比較する .  もし稔性回復補助遺伝子が PPR タンパク質または RF98 と相
互作用するタンパク質をコードしていることが明らかであれば ,  CMS 遺伝子は
転写後制御または翻訳制御を受けていることが予測できるため , 翻訳後制御の
可能性を除外できる .  逆に ,  RT98A と RT98C にのみ蓄積するタンパク質を検出
できた場合 ,  稔性回復補助遺伝子の候補から PPR 遺伝子の優先度を下げること
ができると考えられる .  
近年 , 次世代シークエンサーによる解析でミトコンドリアゲノムを決定する
ことが可能となり ,  これまで見出すことのできなかった CMS 特異的な orf を多
数見出すことができるようになった . 本研究ではこれまでに見出されてきた
CMS 遺伝子の特徴であるキメラ構造と膜貫通領域の保持という条件で CMS 遺
伝子候補の選抜を行った .  しかしながら ,  CMS 遺伝子の雄性不稔機構が明らか
になるにつれ ,  CMS 遺伝子の配列的な特徴からは予測されにくいメカニズムで
働いていることがわかってきた .  イネ BT-CMS の orf79 は complex Ⅳのサブユ
ニットをコードする cox1 とのキメラ構造をとっているが ,  大腸菌に対する毒性
に重要なのは由来不明の C 末端配列であった  (Wang et al .  2006). また ,  イネ
HL-CMS の orfH79 も cox1 とのキメラ構造をとるが ,  相互作用が示されたのは
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complex Ⅲのサブユニットをコードする P61 である  (Wang et al . 2013). ホモオ
リゴマーとなり pore を形成することが明らかとなった Ogura-CMS の orf138 は ,  
既知のミトコンドリア遺伝子とのキメラ構造を持たない  (Duroc et al .  2005). 
これらの報告からも , 配列的特徴から機能を推定することは未だ困難であるこ
とがわかる .  ただし ,  CMS 遺伝子は少なくともタペート組織や花粉において発
現しなければならないため , それらの組織において発現していることを条件に
選抜することは有効であると考えられる .  花粉  (葯 ) からミトコンドリアを精
製するのは困難なため , 本研究ではカルスから精製したミトコンドリアを用い
て発現を調査した .  今後 ,  花粉からミトコンドリアを精製する手法開発が望ま
れる .  CMS 遺伝子の特徴に周辺配列との共転写が挙げられることからも ,  ミト
コンドリアゲノムの組換えにより本来転写されない領域が転写されるようにな
ることが CMS 遺伝子となる条件であり ,  既知のミトコンドリア配列とのキメ
ラ構造は結果的に生じた特徴なのかもしれない .  実際に ,  RT98-CMS では膜貫
通領域を含むという特徴で選抜してきた orf340 , orf174 , orf83a は発現がほとん
ど検出されなかった .  そのため ,  今後は予測された周辺配列の組換えを含めた
選抜や ,  RNA-seq による発現解析から CMS 遺伝子の候補を選抜するべきだと考




細胞質雄性不稔性は一代雑種育種に利用されており , また核 -ミトコンドリ
ア相互作用の研究にも有用な性質である .  本研究では ,  RT98-CMS の稔性回復
遺伝子 Rf98 と CMS 遺伝子の実体を明らかにすることを目的として分子遺伝学
的解析を行った .  
第 1 章では ,  これまでの CMS に関する分子遺伝学的解析の報告をまとめた .  
CMS は核とミトコンドリア双方からのアプローチによりその相互作用が究明
されてきた .  雄性不稔機構については loss-of-function モデルと gain-of-function
モデルが提唱されており ,  本論文ではさらに pore を形成するタイプと呼吸鎖複
合体に結合するタイプに分類した .  稔性回復機構ではゲノム制御 ,  転写後制御 ,  
翻訳制御 ,  翻訳後制御 , 代謝制御モデルが提唱されていることを示した .  その
上で ,  CMS 遺伝子を同定するためには稔性回復遺伝子を決定しなければならな
いことを考察した .  そのため ,  本研究では稔性回復遺伝子からのアプローチを
行った .  
第 2 章では ,  RT98-CMS に対する稔性回復遺伝子 Rf98 の同定を行い , Rf98 は P
タイプの PPR タンパク質をコードする PPR762 であることを明らかにした .  P タ
イプの PPR タンパク質は RNA のプロセッシング ,  スプライシング ,  分解 , 翻訳
の制御が行うことがこれまでの PPR タンパク質の研究により明らかになってい
る .  そのため ,  RT98-CMS の原因遺伝子は転写後制御 ,  翻訳制御のいずれかを受
けていると考えられた .  また ,  RT98-CMS の完全な稔性回復には機能未知の稔
性回復補助遺伝子が必要であることを見出した .  
第 3 章では ,  RT98-CMS の CMS 遺伝子の候補として orf113 を見出した .  orf113
を含む mRNA の一部は RT98C ではプロセッシングを受けており , 第 2 章で見出
した Rf98 の機能のひとつに合致したため ,  CMS 遺伝子の最有力候補と考えられ
た .  また , 他の CMS 遺伝子の候補として orf276 , orf210 を見出した .  これらの遺
伝子は mRNA の蓄積パターンに違いがないため ,  翻訳制御を受けていることが
考えられた .  
第 4 章では ,  第 2 章で得られた組換え個体および PPR762 を導入した形質転
換体について ,  CMS 遺伝子候補 orf113 のノーザンブロットを行うことにより相
互作用を調査した .  その結果 ,  PPR762 は orf113  mRNA のプロセッシングには関
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与しないことが明らかとなった .  そのため ,  RT98-CMS の稔性回復機構は ,  
PPR762 により ,  ORF276, ORF210, ORF113 のいずれかが翻訳制御を受けている
とするモデルが考えられた .   
本研究により RT98-CMS で明らかとなったことを第 1 章のイネにおける報告
に追加して表 17 にまとめた .  イネの稔性回復遺伝子のクローニングは BT-CMS
の Rf1a と Rf1b,  LD-CMS の Rf2 , CW-CMS の Rf17 , HL-CMS の Rf5 と Rf6 , WA-CMS
の Rf4 に次いで 8 例目である .  また ,  イネにおける CMS 遺伝子の報告は ,  
BT-CMS の orf79,  LD-CMS の orf79 , CW-CMS の orf307 ,  HL-CMS の orfH79 ,  
WA-CMS の WA352 に次いで 6 例目である .  RT98-CMS は ,  これまでに報告され
ていない CMS 遺伝子を持ち ,  完全な稔性回復には複数の遺伝子が必要である
ことから ,  既知の CMS/Rf システムとは全く異なる新規システムによって制御
されていることを明らかにすることができた .  本研究の成果は CMS 多様化に
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補足資料 1 Rf98 マッピングに使用したプライマー  
Primer No.  Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence  
SSR1001 TTGACAAGCCACACACACAG GTCCTCCCTTGGTTCTTTCC 
SSR1002 AAAGTTGGTATAGGTGTCAC GATTATGGTATGTTGCTACA 
SSR1003 GTCTTGCTGCACCCTCTTTC CACCACTGCACACAATCCAC 
SSR1004 CGGTGTAGATTGTAGGTACA GTAGTTTAGTTATTGCGCAC 
SSR1005 ATCTCGTCCATCTCCGGC TCCAACGGTCAAGATTAGCC 
SSR1006 GTATCCGCTCCGTTTTCATC GAGGGGGGGGTGTAGAATAG 
SSR1007 TACTCAATTTGAACCATGGA GATTGTGGGTACATGTGAAC 
SSR1008 CCCGTTAAAAGGGAAACTCC CGAACTCCTAGACTCCACCG 
SSR1009 GGCTCAATTCGTAGGTGCC TTCTCCGGTTAACGTGGAAG 
SSR1010 TTTGTAGGATGACACGTGGC CGGGATTTCAGTACCTCACG 
SSR1011 TGTTGGAGAACTGCTTGGTG GGAGCGTCTACTGGCTGATC 
SSR1012 TAACACAACAATAGCGTCAG TAGGAAGAACTGAAGAAGCA 
SSR1013 AATCCGATAGGAGTACCGCC AAGTGTATGGGCTGGAATGG 
SSR1014 TGATTACACCATTATATTTGTT GAAAAGCTAAAAGTTAGTGG 
SSR1015 AGAAAAGTTAATTCCAAAGG CAAGGAATTCTAGAGGAGTG 
SSR1016 AGCATCCAACGAGGTACAAG GGAGTGCTAGGGATGTCGAC 
SSR1017 GATCAATATGATTTTTTTCA TAGTCGATTACTATTGGGTA 
SSR1018 GTGAGAGTTCGTAGAAAGTGCC GGATAAGCAAGATCCGTGAC 
SSR1019 CGTCTTCTCTGCAACATTAC CGAACGCGTTTAGACTAATA 
SSR1020 ACAGGTTTGCAGATTACATA CCCATCTTTAATACCTTCAA 
SSR1021 GGAAGAGGACAATCGACAG GACTATCTTGAAAATTCCCATC 
SSR1022 CTCTCAAAGAACTAGGACTC GAGAAGGTATGATAACCAAT 
SSR1023 GTTGAAAGTGTCCAAGCTCT AATTTGTCACGACCCAAATA 
SSR1024 AATTAGAACCATCTGAATTG GTATTTAAGGTCACGTATCG 
SSR1025 TGAACATGCCGAGGAAGC ATATAGAACCCAAAGCCCCC 
SSR1026 TCGTAAGAACATGGAGAACC GGATTTTCTGATAGCGGTAA 
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補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSR1027 GCACATGGTGAGACGTCCTC AAGTCCTGTAGTAGGTCACACCG 
SSR1028 TCACGAAGGTGAGACTGACG CCCATGAATCACCACCACC 
SSR1029 CCTTGATTGCAGCATCCG TTGAGCCTTTTACGAGACGG 
SSR1030 TGGAACTCAACGGGAGTCTC GAAGTAGTGGAATCGGCGAG 
SSR1031 CAGCCCATCTCTCTCCTCTG GATAGCAGGAAGAGGCGTTG 
SSR1032 GATTTTCTTAAATCAAACCT CGAACATTGAATATATTTTG 
SSR1033 CTACACGCGCAAACTCTGTC ATGAAGGTCTAGGCTGCACC 
SSR1034 CTTGCAACTTGCAACGTCC GCATAGCAAGAGGCCAAGAG 
SSR1035 GACGCTGATGGAGGAGGAC CATACACGTGGTTGCTCACC 
SSR1036 TGATGTGATCTCCTCCTGGC AGAGCTGCAGAGGAGACAGC 
SSR1037 GCCGTCTACCTCATGGTCAC CCATAACCGTGGTGTTTGAG 
SSR1038 TCGACTTGAAGCATCACACC TCTGAAATGTCAAGTGGGCC 
SSR1039 GGGGCCAGAGTTTTCTTCAG GTACGCGCAGAAAATGAGAG 
SSR1040 AATAAATAAAAATCCAGCAC AGATCAGATATGGCATTAAG 
SSR1041 AATCGAATCTGGATATCTTG CTTCTACCTAGCTACCGAGA 
SSR1042 AATGTTTATCCAACTCATGT ATTTAGAAACGAGTGTTGTG 
SSR1043 CTCGACGGAGCTCTCTTCAC CAAGAAGCAGAGGAAAAGCG 
SSR1044 GGAGATGCTATAGCAGCAGTG ATTGCTCCTTACCACCTTGC 
SSR1045 AGCTCAACTCGACAACTCCC CCATCTCCTCTTTCACCTCG 
SSR1046 CCGCCATCTCTCTTCAGTTC CAGTGCATAGAGGAGAGGACG 
SSR1047 GAAGTCCTTGCGTGGCAC AAGGCGACCTTCAGCCTC 
SSR1048 CATTGGGGGTGGATAAAGAG TATCCTCTACTCCCTCGGCC 
SSR1049 TCCTCTACCAGTACCGCACC GCTGGATCACAGATCATTGC 
SSR1050 ATCATCTCGCCGTACTCCTC GGAGTCGTCGTCGATGTGG 
SSR1051 TAAGATCGTAAGATCGCGGC AGGCAGGAAGAGGTGGAGG 
SSR1052 GCTCGCGAATCAATCCAC CTGGATCCTGGACAGACGAG 
SSR1053 GCGCCTTTAGATGCTACTTG CAGCTCCATCGTAAGCAAAG 
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補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSR1054 TGTTCTCAACACAAAATTCTCT ATCGTAAGCAAAGTGCATAA 
SSR1055 ACCCCGATGATCGATTGTAC CCCTATTCCCGTGTAAATCG 
SSR1056 TAAGTACTTGAAAAGGATGA AGCAGACATAATCTAGATCA 
SSR1057 CCTCTCTCTCTCTCTCCCCC TGTTATTGGCACGTGGTGTG 
SSR1058 GTAACGCTGCTTGAATTGCC GTCCATAATCCCCTCTTGAC 
SSR1059 ATGGGTACTAACAAAGTTCA CTTCTTCGTCATATTCTTTC 
SSR1060 CTGGATGAAAGGATACAACA CACATTATCTGTCAAGGTCC 
SSR1061 TCCGTATCCTAGTCGCGATC CGCCGTCATGACTCATACTC 
SSR1062 CTCTCTCTCCCCACCCAATC GAGGGAGGAGGAGGTGTAGG 
SSR1063 AAGAATTGGTCAATAAGAGTGG TTCTCTCTACCGGAGGATG 
SSR1064 GGAACTAAACATGGTGCAAG ACCAGATCACATGAAGAGGA 
SSR1065 ATTTCCCACACATCTCGCTG GTGTCGCCGGTCAAGAAC 
SSR1066 CACACACCTCACCTATCCCC TCCTCCTCCTCCTCCTCCTC 
SSR1067 ATGGCGTATTAGCAAAATAA GATTGTCGTTTAAGTCGCTA 
SSR1068 CATCGCATCGTATCGTATCG GCTTCAAACACGCCTTCTTC 
SSR1069 GAGAGAACCTGGTGGTGGAG AGTGGTAGAAGATCCGAGATCG 
SSRH1070 TCCACCAGTTGCAACACACG TGATCGGACTCCTAACTGCA 
SSRH1071 GCATTAGATACCATGTGCCC AACTTGGTATGTAGGCGGCA 
SSRH1072 GTATAGCTGCCTCGAAAGGT CCCGGGCACCATTATTGAAA 
SSRH1073 CACTCGATAGCATTTTTCTCCC CCGGAGTACGTATGTATAGG 
SSRH1074 GTAATCTCTCTCGGTGCATG GCATACCACACAGGGCAATA 
SSRH1075 GGTCTGCTGCCCTTTCATTA AGTTTCAGCTAGCTGGCTCC 
SSRH1076 GATTTCAGCGAGGCGGATGA GCCACTGGGAATGATACAGA 
SSRH1077 CCATAAAGCTAAGCAAGGTG TGCGTAGACAGTTTAAGGCT 
SSRH1078 GCGCATGTCTCCATCAACAT GGCAAGCTTTGGTACAAGCA 
SSRH1079 GGCATGCATCAGGATCGATC AAACCGGTCCATGTGGCAGT 
SSRH1080 TACTCGAATCGAATCACTGC ACGCACACACACACTCACAT 
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補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSRH1081 GAGAAACATGGGACAGAAGC AAGGAGTGGAGGGACCTGAA 
SSRH1082 CAGCCTTATTACCGACCAAG CTCTGCCCTCTGAAATCAATC 
SSRH1083 CTCCGCCTCATCGAATCTTT CAAGAATGTGGTGTTCACTGTG 
SSRH1084 GTCGTTTAAGTCGCTAAGAAC GATGGGAGCCTAACACACAT 
SSRH1085 TTGCAATTTGGGCTAGTGGC GCCAGCTCTTGGACGTGATT 
SSRH1086 CTTTGTCGCGCTATGGTATC TTAGTTGACACAGTGCTCGG 
SSR10070 TTAACTCCTCTGCTCTGCACAACC GCGTGTGTGTCTTCTGTGTAATCG 
SSR10071 AACTCTGTCCATGCATGCTACTCC TTGCAGACCGATGAACTGATACG 
SSR10072 CCTGCAGTACTCGCGGAAGAGG GGACGAACACCAGTAGGATCTCACG 
SSR10073 CTCCCTGGCCTTTAAAGCTGTCG GACGAACAGCAGCAGAAGAGAAGC 
SSR10074 CTCGTACTACCGATTTCCACACC GCCTCTTAATCAGCTCGTACTCC 
SSR10075 CATGGCAGTGAGAGGATGATAGC CAGGAGCCAATGTTTCAAATCG 
SSR10076 TAAGAGGGAACAGAACGGTAAAGACG TTCGATGAGTTCTTCACCCTTTCC 
SSR10077 AGTGCGCCAGACTCTTGGAGTGG CATTTGCGGCCCAATCATTCC 
SSR10078 GATCACCTGCCATCATACTAAACC ATAGAGAGCAAACGGTCAATGG 
SSR10079 TTCAAGCATGGACCTCAGATTAGC AAAGACGTTGGGCAAGAAAGACG 
SSR10080 GTACAGGCACGAGCAGAGGAAGG CGTGCAATCCTTGTCGTCATCG 
SSR10081 ATGCTCTCAAGTGTGTCAAGG AACCTCTGGAGTATGTGTAGTGC 
SSR10082 GGTCAAGGCTCAGCCATACTTGG AAGTTGAAGGACGGGTACAATGTCG 
SSR10083 GTTTGCGCCTCTGTTCTTGC TTCCCTCGAGTTACCAAACAAGC 
SSR10084 CGGCAAGAAGGTGAGCAGTGG CGTTCTCATGGCGGAGCTTGC 
SSR10085 GGCCTGGAGCTAGATAGAGTTGG CGTCAACTGCAAAGTCCAAAGG 
SSR10086 CAACAACATCTGTGAGGGTTTCG CACCACCATCTCCTCTTTCACC 
SSR10087 GCACGTAAATGATAGGCACCATTGC CACAAGGTGGTGTGGGCTAGACG 
SSR10088 AAACGGTGGTCTCATCATTCTGC TCCCATCAGTCGTCAGATATTGC 
SSR10089 GAGATCCCAGTTCTCCGAGTAGC GCAAAGAATAGTTTGCCACTGC 
SSR10090 CGGGTAAGGGTGGTGACACG CGGAATATTCAGTAGCGTCGTTCG 
126 
 
補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSR10091 ACTAAACCCAGCAAAGCCAAACG GGCTTAGGCCCACAGTTCTTGC 
SSR10092 ATCCGTGACGTACCATGAGAAGG GGAGGAAGAAGAAGGAGAGTGTTCG 
SSR10093 CCGTCCCTACGACAGGTAGTATAGC GTAGTAGCTACCCGCCGATCACC 
SSR10094 CAGGAGTCGTCGTCGATGTGG AAGGAGGGTTCTTTGGTGTACCG 
SSR10095 TCTACCCAATCCACCCATCC AACAGGATGAGAAGAGAGATCAGC 
SSR10096 ACGATCAGACGCCTAACTACAGC CCCTCCTGCTAACTTGAGACG 
SSR10097 CAGCGGTTTCCGTACAACTACC TCGTGTACGACGACGACTTCC 
SSR10098 CCAGCTGTTAATTAGCATGTGTGAGC CAGCAAAGGCGTACGTATCTCG 
SSR10099 GATCTCTCCGGGAGGAAGAGTGC CTCCTCGTCTCGTCTCGTCTCG 
SSR10100 CCATGAGCTCCCACTGGTTCC CTCTGTCGTGTAGTTCTGGGTGTGG 
SSR10101 CACACTGGATCCTGGACAGACG CAGCACACACCTCCGTGAAGC 
SSR10102 CCAGAAGACACCTCATCGATCAACC CGGTGCTGGCTATGATGTGTGG 
SSR10103 CGACACCGATCAAATTAACTCACG CGTACGCCTCCTACATCAACAGC 
SSR10104 TGGGTATTTATAGACAGGAGGTGTCG ACCCAGACATCACCACTAACATCG 
SSR10105 GCTCGGGCTGCTATTATTGATGC GCCAACTCAAGAACAAAGCTGAATGG 
SSR10106 GGTGGTAGATTTGCGCGTACTGG CGCGGAGCAAAGCAGAGAGG 
SSR10107 AAGTGGGATGCATACGGTTTAGGG CTCGCGATCTAGACTCCCATCG 
SSR10108 GGAGAGAAACATGGCAACACTGC GCCAAGAACGTCAGTACTCTCTCG 
SSR10109 GGTAGGTAATACCAGGAGGGAGTGG AAACCACGCACACTTCCTTTCC 
SSR10110 TATCGGATCTCTAACTCGTTGC AATACACCAGTCTCTCACTCTCACC 
SSR10111 GCACGCTTCTAATTAAGCCTAACG TGTTACTACTGAGTGCATGGTGAGG 
SSR10112 GAAGCATACACTCCCTCCTTCC CTATCTAACTGATACTCCCTCCATCC 
SSR10113 CGGCCTTATCCCTATATGAGTCAACC CACGCGCGATAAGTGAGAGAGC 
SSR10114 GAGTCTCTCAGCCACGGAGTCG GGAGGAAGACGAGGAAGAAGACG 
SSR10115 GACCAGATGGAGTAATCACTAGC ACCTGTAGTCTAGTCACACAGTTGC 
SSR10116 AATCTTCCTCGAGCCAATGATGC CAGACACAACACAATTCCATGTGC 
SSR10117 CCTCCTAACCACCTGCCTAATGC GCCTCCACCTTTCTCTCTCATCC 
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補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSR10118 CCACTACAAGGTGATGACAC GATGCGTCGAAAGAGAGT 
SSR10119 CCACTAGTTCGATATGTAGC CCGCAGAAGTTCAGATTGCA 
SSR10120 CATCCCTCAACCACAAAACC GATTTCAGCTATGGCTCTGT 
SSR10121 CGATGATCTGTCATCCTGTA TCTAGAATCGGCTCAAGCCA 
SSR10122 AGTAGATCAGGGTGGTGTTC GTGGGTTCCTTTGATCCTTC 
SSRH10001 CACTACAACGAGGCCTGGAG CGTCAACTGCAAAGTCCAAA 
SSRH10002 GGCTTCTGCTTCTTTTGACG GCATAGTTGAATATGTCAGCACAA 
SSRH10003 TGGAACATCTTGGAAGCACA TTTGTAGCCTGCTGTTGCTG 
SSRH10004 CAACTCCCCCGAGAAGAAT CCACCATCTCCTCTTTCACC 
SSRH10005 CCCGACGAGGTGAAAGAG CTCCTTGGTCCGCAGGTAT 
SSRH10006 CTGCCAAGATTGGAGAGGA CACCTCACCTCACCTCACCT 
SSRH10007 GGAGGAAGAGGAGGAGGAGA CCCGACGCCTAGAGAGAGA 
SSRH10008 CTCGGCCCCAAAATAAGTT TGGGGGTGGATAAAGAGAGA 
SSRH10009 AGCGAGAGAGGGAGAGATGA CCTTGATCCCCACGTCCT 
SSRH10010 CTCACCGTCACCGTCGTG GTCGAGCAGGGTGGACTTG 
SSRH10011 CTGGTGATTGCCGACCTC GTAGAGGGCGATGGGGAACT 
SSRH10012 TCGAAAGTCCTCACAAAGAGAA GGAGACGGATTTACCGGTTT 
SSRH10013 TGACAACAAACTTTTTGGGGTA TTCAAGTTCATATGCATGATTCTACA 
SSRH10014 GGAGGAATCGGAGGATGAAT TCGAATGTATCCCTTCTTAGCC 
SSRH10015 GAGCCTCTTGAGCTGCTTCG TAGTTTTGACAACGTTTGGCTTT 
SSRH10016 GAGGAGAGGACGAGGAGAAGA CTCTCTTCAGTTCCCCAACC 
SSRH10017 CATCATGGCCGACTCCAC GGAGGAGGGGGAGAGAGG 
SSRH10018 CAGTCATAGGCTCTTGTTACGC CATGTTAAGTAACCCGTGCTTG 
SSRH10019 CTAGACCGGGCATGTCATCT GGCTACAGCATCGACCTGA 
SSRH10020 ACCATCGAGCTAATCCGTGA TCTTCCTCTTCCGCTTCGT 
SSRH10021 TGCTAGCTAGTTCCTTGTACAATCT AAGAATATAGGAAGAAAAGGGCATT 
SSRH10022 TCCGTTTCAACAACATAAAACTT CACCCATTGTAACACTTTTTGG 
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補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSRH10023 GGCGAAGTCGAAGTCCAG GCCTTTTCCAAACCGACTTT 
SSRH10024 GCCTCCATCCCCACTTCC ACCACAGGGGTAGAGCGAAG 
SSRH10025 GGGGAAGAAGGAGAGAGGAA CTCCGGTTTTATCCAACGTG 
SSRH10026 GCTCCTTACCACCAACCATT CTACGCCGAGATCCAGCAG 
SSRH10027 GCTCCTTACCACCAACCATT CTACCAGTACCGCACCAAGG 
SSRH10028 CAGGTATCCCATCAGCTCGT AGGAGGAGGAGGAGAGCAAC 
SSRH10029 CAGGTATCCCATCAGCTCGT AGGAGGAGGAGGAGAGCAAC 
SSRH10030 ACCACCATCTCCTCCTTCG AGGGATGAGATCGAGGGAAT 
SSRH10031 ACCACCATCTCCTCCTTCG CGTGAGTGAAGGGTTTCGAT 
SSRH10032 GGGATGGGGTTGGAGAAG GAAATGTGGACCCATTGACA 
SSRH10033 GGTGGGGGTGGGGACTAC CTCTCCATCATCTCGCCGTA 
SSRH10034 CTCTACCCAATCCACCCATC GTCCCCATAGGGGCTCAC 
SSRH10035 GAGGAGGGGGTAGAGAATCG CCCTCTCGTCTCTCCCTTG 
SSRH10036 CTCCTCTGCTACCGGCAAG GCGCGAGTGGATAAGGTC 
SSRH10037 GGATCCTACATGGCGCTAAT TGTATTTTCCTTTCTTTTCCTTTC 
SSRH10038 TTTCCGTTTTCTTCTCATTCTTC ATATGATGTGGCATAATTTTGACTG 
SSRH10039 CCCTTCTCCCGCAAGATT GAGCAACTCCACCTCCTCAC 
SSRH10040 GGCCACCACATGTAAGCAC TCCATGTGTGAGTGATCTTTTTG 
SSRH10041 GTCAGGGACCAGGAGATGG CAGGATCACCGTCGTCGT 
SSRH10042 TTGATTGATCCCCTCTCTCC GACAGCACCTCCGTCCAC 
SSRH10043 CCCGAGGGCTTCTACGTC CTGCCACCACACACACATC 
SSRH10044 ACGAGAACTCCGGCTTCC GTCGCTGACAATGGTGGAC 
SSRH10045 GACCACTTCGTTCGATTCCT ATGCGACAGCCAAACAAAC 
SSRH10046 GAGGTGTGCTTCATGCCTTT TGGTTTTCAACTCTGGAGAAAAA 
SSRH10047 GCTTGGAGTTGAGGAAGTCG CTGCTCGGAGGGATGACC 
SSRH10048 GCTTGGAGTTGAGGAAGTCG CTGCTCGGAGGGATGACC 
SSRH10049 CCCTCCCTCTGACTCTCTCC TCAGGTTGGGTGGGGAAT 
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補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSRH10050 CCCTCCCTCTGACTCTCTCC TCAGGTTGGGTGGGGAAT 
SSRH10051 GGTCGCTTCCAGTGACCTAA CTCCTGCTGCTGATCCTTG 
SSRH10052 GCCCCTTATGACCTCTTCCT CTCCTGCTGCTGATCCTTG 
SSRH10053 GCCCCTTATGACCTCTTCCT CTCCTGCTGCTGATCCTTG 
SSRH10054 GGTAAGGACGTGGGAGGAG CGTGGACCCCACATGTCA 
SSRH10055 AATCCAATGTCACAGCTGCAAA AGCTGTGCGGATCACCTCT 
SSRH10056 AAGATCTCGCGAGGAGGAG ATGAACACGAGGGCAGAATC 
SSRH10057 CATGGCAGCTGAGTCACG CCAGACGGAGGAGAGAGAGA 
SSRH10058 TCTGCTGTTGAACTTCTTCTTTTC AACACTTCGCTGCATTACTGA 
SSRH10059 CATTGCCATGTAGTATTTTTAGCTT GTTGAAGCTGGGTCTTGCAT 
SSRH10060 ACATCATGCGGACCCACT GGTTGACTGGGAGAAGGAGA 
SSRH10061 TCCATTGGAATTTGATAAGGTAAAA GCCCTCCACTTCGAGATATG 
SSRH10062 TTCAGAAACGTTCTGGCAAGT CTCGAGCCAGGAAACGAG 
SSRH10063 CGAGTTGAAAAGGAGGCTTG GCCAGTAGGGGTGGAAAAA 
SSRH10064 TCCTTGCACAAACCATCAAA CAAGGAAGGAGATGGATGGA 
SSRH10065 GAAGCCAAAACACACAGCAC GCGAAGGAATGGCGTATG 
SSRH10066 GAAGCAGGGGATGCTCAC CCGTTCCGATCAGCACCT 
SSRH10067 CAACATTGTCTGCAAGAACTGC CATTTGATCCGAAATCTCAGC 
SSRH10068 GGGGTTGGATGAGAAGGAG GAGCACCTTGAACGAGTCCT 
SSRH10069 GCACGTGTACATGGCGTACC CGGAACACCACCCTGATCTA 
SSRH10070 GGGGTCCAGCTCGAGTATC GCAAAACGCAAAACAAGCTC 
SSRH10071 ACGCCTCCTCCCTTCGAG GGAGGGATCCGTTCGAGAG 
SSRH10072 CCGCCCCTTCTGGAATCT GGAGGAGAGATGAGAAGACGA 
SSRH10073 AAGCAGAGGAAAACCCCAAG GACCCCACCTCCCTCACC 
SSRH10074 TGTGGCTTGTGAATTCTCGT AAAAAGTGCGTGAGACCTACA 
SSRH10075 CGTTTGGCATTCACACACAT CCGAAGGGGAGAGAAAGAGA 
SSRH10076 CTAGCTCAGGTCGCTGGTG TCCTCCCTTCTCTCTTTGTTTC 
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補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSRH10077 CTTGTTGGCCACCACTTCC CAGTCATCCACATGGAAAGC 
SSRH10078 CTCTCCCCTCCCAAAACC CCTCGTCATCCACGGAGT 
SSRH10079 CAGCCTATGGGAGTGAGGAG CCTGGTGAGAACACCCAAGT 
SSRH10080 GACGATCGATCCCCTGGA ATCTCTCCCGTGCAGCAA 
SSRH10081 GGTTGAAAACCCGAGCTGT CACCGTACGCGTCAAACA 
SSRH10082 AGGGAGGGTGGGAGAGTG GAGATCGTTCACCGTTCACC 
SSRH10083 GGGAGGGGTGGGTTCTTTAG GAATCTGCCTCTTCTGCTCCT 
SSRH10084 GATCCAGGCGAAGAGGAAG GTGCACCTTGCGGATGAC 
SSRH10085 CCCACTTTTTCACGTTTTCC GTACCCCTCCAGCTTCTCGT 
SSRH10086 AGGAGTCGTCGTCGATGTG ACTCCTCCGCCTCCATGA 
SSRH10087 ACGAATTTCCCAGCAACAAC AGTCCACGTAAAATAAAATAAGTCAAT 
SSRH10088 TTCCCCACATTTAATATTCTTGC GACGTGCTCACCCTCTGC 
SSRH10089 CGACCAACATACACCCAAAA TTTCCCCTCAACGGGATATT 
SSRH10090 TGTTCGCTGTCCCTACTTCC CGCGCACATTTTTCAAATTA 
SSRH10091 TTGAGACGATCAGACGCCTA ATCCAAACAAGTTCCCACAA 
SSRH10092 GGATCAAGTATTGTACTCGCACAC AAATCTAAAGAAGTTTAACCCAAAAA 
SSRH10093 ACTCCCTTGTCCCTTCGTTC TCCAATACTCCCTCCGTTTT 
SSRH10094 AATTTCGGCGCATGTAAATC TCATTTTTGGTTAGCACGTTTTT 
SSRH10095 CCAAAACACAACTTTGATTTCTTA CGTAAAGGAGATCGTTTAGGATAA 
SSRH10096 TGTACTCCAACCGTCCGTCT CGTGACAATGTTTGACTGTCC 
SSRH10097 TTCCTCTATTAGCCACTCGTTTT CTGCGTGATTGTTTTTACGG 
SSRH10098 TCTGGAATCATCGAAGTGATAGAA GACTTCGACCTCCTGCTAGTAA 
SSRH10099 GGTCCATTATGGCGTGATTA GCGCACGCTTTTCAAATTAC 
SSRH10100 TTTTTATTTTGTTATGACTTTGGCTTA GTGGACTTTTGGATATATGTTTTTC 
SSRH10101 CTGAATGCAGCTGCTGTAAAT GTACGTGAGCCCAATGGAAA 
SSRH10102 TGGTTGGTTCTTGTGTGTTCC TCTGATCGTTTTCACCCCTAA 
SSRH10103 TCTATTGTGGGAACTTGTTTGG AAAAACTCGCCCTCCTGCTA 
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補足資料 1 続き  
Primer No. Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence 
SSRH10104 GCAACATTTAAGCACCACATT TCAAACTTCTTTAAATTTGGCTACA 
SSRH10105 ACAGGAGGAAGAGGGGGATA TCTCTCAAAGCCACCACTCC 
SSRH10106 ACACATGTTTCGCCGAATTT CAACGTCCATCCTGTTTTGA 
SSRH10107 TTTACACGTTTTTCAAACTGTTTTT TCTTGATGAGAAAAGAACATAACCT 
SSRH10108 CATGTTCAAACATTTGATGTGATG CAGTTTTCGTGGCAACAATG 
SSRH10109 CGACCAACATACACCCAAAA TTTCCCCTCAACGGGATATT 
SSRH10110 CCCTACTTCCCAAACTGAACC CGCGCACATTTTTCAAATTA 
InDelT001 CGGCATCAGAGCAGATTGTA GTGAAACATCTCCGTGGCTT 
InDelT002 GTTTTCCCAGTCACGACGTT GCTTGTTCACAGATGGCAAA 
InDelT003 GAATCTAGATATATATGTGTGC AAGCATGGCGAACAATTTGCTC 
InDelT004 CGCGAAGCTAAAGCGAAAGT TCAATTAGCCATCTCAACCTCC 




補足資料 2  
RT98 型ミトコンドリアのゲノムシークエンス解析に用いたプライマー  










































補足資料 2 続き  


























補足資料 3 ノーザンブロットおよび RT-PCR に使用したプライマー  
Primer name Forward Primer Sequence  Reverse Primer Sequence  
orf340 ATGAGAATCGATTTAGTCCG CTAGTTCTGATATAGACCAA 
orf276 ATGCTGCGCTTCGAACGTAT CTAGGAGGCTGAGTTTTGAT 
orf210 ATGGAGAACCCACCAGGGCC TTAGTACTTATTTATTTTCT 
orf174 ATGAAAGAATTCGTTTACTT TTAGTTTTTTCCTAATTGCG 
orf113 GATGGGACGCTCCAGTGTAT TTTTCCCAACGAAAAACGAA 
orf83a ATGGTGTGGGACGCCCTAGC TTAAATGAGAAGACTGGATG 
atp4 TCAAAGAAACTCTCGACGGG TAGGACTATCAAGCCTTCCC 
cox3 TGGGGTTTTAGATCCTTGGG ACCTCCCCACCAATAAATAG 
Probe_1 TTCCAAATTCATGCCCAAGT GAGAGGCGGAAGTGAAAGAC 
Probe_2 GCCACACTGTAGGCAACTAGC AGCTCTGCTCCCAAAACAAA 
Probe_3 TGATGTTTGATGACCAGCGTA GAAGGAGGCTCTTCTTTGTCTC 
Probe_4 GGGAACGAATAAGTGGATTGA TTCCGAGTTCATGTCTTAGAAGG 




補足資料 4 CR-RT-PCR に使用したプライマー  












補足資料 5  















補足資料 6 組換え個体の orf113 ノーザンブロット分析予備試験  
(A) ノーザンブロット分析 ,  A: RT98A (rfrf), C: RT98C (RfRf) 
(B) 組換え個体のジェノタイピング  
マーカー  R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 
SSR10085 H C T T H C   C 
SSRH10027 H C C T H C     
SSRH10045 H C C H T C   C 
SSRH10070 H C C H T T C C 
